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Résumé

La vitamine A (VA), ou rétinol, est une molécule essentielle au maintien des
processus neurobiologiques de la mémoire tout au long de la vie. Dans le cerveau, le rétinol
est métabolisé en acide rétinoique (AR), le métabolite actif de la VA, qui se lie a ses
récepteurs nucléaires, les RARs et les RXRs. Le complexe ainsi formé active la transcription
de génes codant pour des protéines impliquées dans la mémoire.

Des données obtenues chez I'Homme et l'animal plaident en faveur d’un
affaissement de la voie de signalisation de 'AR survenant au cours du vieillissement,
associé a des perturbations mnésiques. Par ailleurs, la diminution de l'activité de la
signalisation de 'AR a également été associée a 'accumulation dans le cerveau de peptides
amyloides-B (AB). Or, I'accumulation de ces peptides et I'hyperphosphorylation anormale
de la protéine tau sont les deux lésions caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (MA). La
MA associe des troubles cognitifs importants, de mémoire principalement, conduisant
inexorablement a la perte d’autonomie des malades. Son étiologie est encore mal connue,
mais son facteur de risque majeur est le vieillissement. Ainsi, nous avons formulé
'hypothése qu'une diminution de I'activité de la signalisation de 'AR dans le cerveau au
cours du vieillissement favorise le développement des Iésions caractéristiques de la MA, et
contribue au développement de la maladie.

L’objectif de cette thése était d’évaluer si une supplémentation nutritionnelle en VA
au cours du vieillissement, en maintenant une activité optimale de sa signalisation cérébrale,
pouvait prévenir la mise en place des Iésions caractéristiques de la MA chez deux modéles
complémentaires. Le premier modéle murin (injection intra-cérébro-ventriculaire aigué de
peptides amyloides) développe une neurotoxicité induite par le peptide AB2s-35 et est mis en
ceuvre rapidement (semaines). Le second modéle est la souris 3xTg-AD, qui exprime les
transgénes responsables du développement progressif de la neuropathologie de type
Alzheimer au cours du vieillissement (mois).

Chez les deux modeles, la supplémentation en VA a permis de préserver la mémoire
spatiale a court-terme dépendante de I'hippocampe. Chez le modéle APzs.3s, les
meécanismes sous-jacents n'ont pas pu étre déterminés de fagon univoque. Cependant, ils
impliqueraient une augmentation de la production d’AR dans I'hippocampe en réponse a la
supplémentation. Chez le modéle de souris 3xTg-AD, l'effet protecteur de la VA
s'accompagne d’'une diminution de la production de peptides AB dans I'hippocampe, ainsi

que de la diminution de la phosphorylation de tau chez les méales uniquement. Chez les



femelles, I'apport de VA n’a pas eu de conséquence sur la phosphorylation de tau, mais a
accentué leur production de peptides AB, qui était déja initialement plus prononcée que chez
les males. Cependant, I'expression hippocampique des récepteurs de 'AR, qui témoigne de
I'activité de la voie de signalisation de I'AR, variait négativement avec la quantité de peptides
AB chez les deux sexes, mais de fagon plus marquée chez les males. Ainsi, la baisse
d’activité de la signalisation de I'AR serait aussi néfaste pour les femelles que les males.
Toutefois, le régime enrichi en VA s’est avéré inefficace pour prévenir les lésions
caractéristiques de la MA, voire délétere chez les femelles.

Ainsi, nos travaux renforcent I'idée que le maintien d’un bon statut en VA, par voie
nutritionnelle, au cours du vieillissement, est une stratégie de prévention de la MA a
considérer chez les hommes. Cependant, pour les femmes, une autre stratégie plus efficace
que l'intervention nutritionnelle devrait étre envisagée.

Enfin, ces résultats confirment l'intérét de poursuivre I'étude des liens entre vitamine A et
MA et soulignent la nécessité d’encourager I'étude des effets du sexe dans les
investigations précliniques portant sur la MA, sachant de plus que cette maladie affecte plus

de femmes que d’hommes.



Abstract

Vitamin A (VA), or retinol, is an essential molecule for the maintenance of the

neurobiological processes underlying memory formation throughout life. In the brain, retinol
is turned into retinoic acid (RA), the active metabolite of VA, which binds to its receptors, the
RARs and the RXRs belonging to the nuclear receptor superfamily, leading to the
transcription of target genes involved in memory processes.

Data obtained in humans and animals suggest that a decrease of RA signaling
activity occurs during aging and is associated to memory impairments. Furthermore, the
decrease of RA signaling activity has been associated to the accumulation of B-amyloid
peptides (AB) in the brain. The accumulation of these peptides and the abnormal
hyperphosphorylation of tau are the two histopathological hallmarks of Alzheimer’s disease
(AD). AD involves significant cognitive dysfunction, including memory loss, leading
ultimately to the loss of self-reliance of people affected by the disease. Its etiology is still
misunderstood, but the maijor risk factor for developing AD is advancing age. Thus, we
formulated the hypothesis that the age-related reduction of RA signaling activity in the brain
favors the development of the neuropathology characterizing AD, contributing to the
development of the disease.

The goal of this thesis was to evaluate whether a dietary VA supplementation during
aging, providing an optimal VA signaling activity in the brain, could prevent the onset of the
lesions characterizing AD in two complementary mouse models of the disease. The first
model (intra-cerebro-ventricular acute injection of amyloid peptides) develops a
neurotoxicity induced by the AB2s.3s peptide and is rapid to set up (weeks). The second
model is the 3xTg-AD mouse which expresses the transgenes allowing the progressive
development during aging (months) of Alzheimer-type neuropathology in the brain.

In both models, VA supplementation succeeded to preserve their hippocampus-
dependent short-term spatial memory. In the AB model, the mechanisms underlying this
beneficial effect could not be precisely determined. However, they seem to involve an
increase of hippocampal RA production induced by VA supplementation. In the 3xTg-AD
mouse model, the protective effect of VA was accompanied by a decrease in both the
production of AB peptides and the phosphorylation of tau in the hippocampus of males only.
In females, VA-enriched diet had no effect on tau phosphorylation but exacerbated their Ap
peptide production which was initially already higher than the one of males. However, the

hippocampal expression of RA receptors, giving evidence for its signaling activity, varied



negatively with the amount of amyloid peptides in both sexes, but in a strongest manner in
males. Thus, a reduction of RA signaling activity is equally deleterious for females and
males. However, VA-enriched diet was inefficient in preventing Alzheimer’s neuropathology
females and even deleterious.

Altogether, our results reinforce the idea that keeping an adequate VA status up by
nutritional means during aging is a strategy to consider for the prevention of AD in males.
However, another strategy, more efficient, should be considered for females.

Finally, our results confirm the relevance of investigating the links between VA and AD and
should encourage preclinical research to take into account the effects of sex in the
investigations regarding AD, especially knowing that this disease is preferentially affecting

women.
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LTD Long Term Depression

LTP Long Term Potentiation

MA Maladie d’Alzheimer

MCI Mild Cognitive Impairment

MMSE Mini Mental State Examination
MoCA Montreal Cognitive Assessment
N-CoR Nuclear receptor corepressor
NIA-AA National Institute on Aging and Alzheimer’s Association
NSC Noyau Suprachiasmatique

PET Positron Emission Tomography
PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
PSD-95 Post-Synaptic Density protein 95
PTL Pancreatic Triglyceride Lipase
RALDH Retinaldehyde Dehydrogenase
RARs Retinoic Acid Receptors

RARE Retinoic Acid Responsive Element
RBP4 Retinol Binding Protein 4

RBPR2 RBP4 - Receptor 2

RE Réticulum Endoplasmique

REH Retinyl ester Hydrolase

RN Récepteur nucléaire

ROLDH Retinol Dehydrogenase

RXRs Retinoid X Receptors

SMRT Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid hormone receptors
SNC Systéme nerveux central

STRAG6 Stimulated by Retinoic Acid gene 6
TNF-a Tumor Necrosis Factor
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A. La vitamine A

. Absorption de la vitamine A
a) Sources de vitamine A

La vitamine A, de son nom chimique le rétinol-tout-trans (ou simplement rétinol), est une
vitamine liposoluble vitale que I'organisme peut se procurer uniquement dans 'alimentation.
Dans les aliments d'origine végétale, ce sont les précurseurs de la vitamine A, les
caroténoides, que l'organisme peut transformer de fagon a répondre a ses besoins en
vitamine A.
Les caroténoides sont des pigments de couleurs trés variables allant du jaune pale au rouge
intense, produits par les plantes, les algues ou encore certains micro-organismes tels que
des bactéries, des champignons ou des levures (Namitha & Negi, 2010; Asson-Batres &
Rochette-Egly, 2016). Leurs multiples fonctions couvrent des propriétés anti-oxydantes,
détoxifiantes ou encore ils contribuent a préserver le processus de photosynthése des
plantes (Namitha & Negi, 2010). Il existe plus de 800 caroténoides, mais seuls certains
d’entre eux (environ 10%) sont précurseurs a de la vitamine A, dont 'a-caroténe, le B-
caroténe, le y-caroténe ou la B-cryptoxanthine_(Harrison, 2005; Saura-Calixto & Pérez-
Jiménez, 2018). Le B-caroténe est le précurseur le plus abondant et le plus efficace en
termes de rendement pour produire de la vitamine A (Harrisson et al., 2012; Li et al., 2014).
Il a été estimé qu’entre 6 et 12 ug de B-carotene sont nécessaires pour former 1 ug de
rétinol, selon sa biodisponibilit¢ dans un aliment donné (Haskell, 2012; Saura-Calixto &
Pérez-Jiménez, 2018).
Le B-carotene donne sa couleur aux carottes, a la patate douce, au melon ou encore a la
citrouille, faisant de ces aliments des sources importantes de vitamine A pour 'lHomme
(Harrison, 2012; Li et al., 2014). Il est a noter que dans I'ensemble des caroténoides ingérés
par l'organisme, tous n’ont pas vocation a former de la vitamine A (Asson-Batres &
Rochette-Egly, 2016)

Dans les aliments d’origine animale, c’est sous forme de rétinol estérifié que la vitamine
A est consommeée (palmitate de rétinyle principalement). La forme estérifiée du rétinol est
sa forme de stockage et de transport aprés absorption intestinale chez les animaux comme
chez ’'Homme. Ainsi, les animaux qui ont consommé des caroténoides, les métabolisent en
esters de rétinol. C’est sous cette forme estérifiée que le rétinol est consommé dans les

produits d’origine animale (beurre, thon ou bien encore le foie de morue ou de veau, par



exemple), le foie étant 'organe de stockage de la vitamine A (Blomhoff & Blomhoff, 2006;
Harrison, 2012; Li et al., 2014; Asson-Batres & Rochette-Egly, 2016).

Dans les pays en développement, jusqu’a 90% des apports en vitamine A proviennent
des caroténoides, tandis que dans les pays développés, les trois quarts des apports
nutritionnels en vitamine A proviennent d’esters de rétinol d’origine animale ou issus de la
fortification alimentaire, un procédé qui consiste a enrichir les aliments en micronutriments
aprés transformation tels que le lait, le beurre ou les céréales du petit-déjeuner (Blomhoff &
Blomhoff, 2006; Penniston & Tanumihardjo, 2006).

b) Apports de vitamine A recommandés

La vitamine A, quelle que soit sa forme, se quantifie en « équivalent rétinol » (ER) qui
correspond a un microgramme (ug) de rétinol, 6 pug de B-caroténe et 12 ug d’autres
caroténoides provitaminiques A (Buhling & Laakmann, 2014).

L’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) utilise 'ER pour définir les
recommandations d’apport en vitamine A. Les recommandations actuelles préconisent chez
I'adulte, un apport de 750 ER/jour pour les hommes et 650 ER/jour pour les femmes (EFSA
Panel on Dietetic Products, Nutrition, and Allergies (NDA), 2015). Au Canada, ces
recommandations sont plus élevées (900 ER/jour pour les hommes et 700 ER/ jour pour les
femmes) et le restent chez les personnes agées (Santé Canada, 2010), tandis qu’elles sont
diminuées chez les sujets de plus de 75 ans en Europe. Chez la femme enceinte, les
recommandations en vitamine A sont plus élevées (700 ER/jour, EFSA) de fagon a couvrir
les besoins du foetus en plus de ceux de la mére.

En France, chez les adultes agés entre 18 et 65 ans, la consommation moyenne de vitamine
A enregistrée est de 978 ER/jour pour les hommes et 979 ER/jour pour les femmes (EFSA
Panel on Dietetic Products, Nutrition, and Allergies (NDA), 2015), (voir Tableaux 1 et 2).

_efsam

Dietary Reference Values for vitamin A

Appendix E. Vitamin A intake in males in different surveys according to age classes and country (ng RE/day)

Age class Country Survey n Average Ps P50 Pos

18 to < 65 years Finland FINDIET2012 585 1078 325 867 2154
France INCA2 936 978 279 747 2068
Ireland NANS_2012 634 1023 356 891 1864
Italy INRAN_SCAI_2005_06 1068 984 345 750 1924
Netherlands DNFCS 2007-2010 1023 1097 340 858 2662
Sweden Riksmaten 2010 623 995 311 880 2005
United Kingdom NDNS-RollingProgrammeYears1-3 560 930 268 768 1847

Tableau 1 — Valeurs de référence de la consommation quotidienne de vitamine A (rétinol) chez les
hommes adultes.
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Appendix F. Vitamin A intake in females in different surveys according to age classes and country (ng RE/day)

Age class Country Survey n Average P35 P50 P95

18 to = 65 years Finland FINDIET2012 710 960 312 799 710
France INCA2 1340 979 301 713 1340
Ireland NANS 2012 640 897 319 765 640
Italy INRAN_SCAI_2005_06 1245 885 312 708 1245
Latvia ® FC_PREGNANTWOMEN_2011 990 ® 1319 375 886 990
Netherlands DNFCS 2007-2010 1034 906 268 690 1034
Sweden Riksmaten 2010 807 958 379 854 807
United Kingdom NDNS-RollingProgramme Years1-3 706 891 266 697 706
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Tableau 2 — Valeurs de référence de la consommation quotidienne de vitamine A (rétinol) chez les
femmes adultes.
Tandis que dans les pays développés, les besoins en vitamine A sont largement

couverts, la carence en vitamine A est extrémement répandue dans les pays les moins
riches (Fig. 1) et cause des millions de décés chaque année (Sommer et al., 2002; World
Health Organization, 2009). La carence est diagnostiquée lorsque la concentration sérique
de rétinol est inférieure a 0,70 uymol/L (West, 2003; Stevens et al., 2015) (contre 2 umol/L
en conditions normales (Li et al., 2014)), et est associée a de nombreux problémes de santé
tels que la xérophtalmie, un risque important d’infection, des retards de croissance,
conduisant finalement a une mortalité accrue (West, 2003). 140 millions d’enfants d’age
préscolaire et plus de 7 millions de femmes enceintes sont estimés atteints de cette carence
(Sommer et al., 2002), principalement en Asie du Sud et en Afrique sub-saharienne
(Stevens et al., 2015) (Fig. 1). La carence en vitamine A pendant la grossesse provoque de
graves malformations chez le foetus telles que I'anophtalmie (absence d’yeux), la
microcéphalie (taille anormalement petite de la téte en raison d’'un manque de croissance
du cerveau et/ou du crane, ou encore le spina bifida (Maden, 2002).

La plupart des pays en développement ne produisent, ni ne consomment suffisamment de
plantes, fruits et Iégumes riches en B-caroténe leur permettant de couvrir leurs besoins en
vitamine A (Sommer et al., 2002). Cependant, la carence en vitamine A connait un recul
significatif dans les pays a bas revenus depuis les trente derniéres années (Stevens et al.,
2015).



[ <10%
0 10-19%
B 20-39%
I 40-59%
I =60%
[ No estimate made

Figure 1 — Prévalence de la carence en vitamine A estimée chez les enfants agés de 6 mois a 5 ans en
2013.
(Stevens et al. 2015)

La vitamine A (sous forme de rétinol ou d’esters de rétinol) est aussi trés souvent
quantifiée en utilisant I'unité internationale (Ul). Autrefois, cette unité était utilisée par les
instances de recommandations nutritionnelles, mais elle a été délaissée au profit des ER.
Les Uls sont utilisées pour toutes les vitamines, et sont déterminées indépendamment pour
chacune. C’est le Comité de Standardisation Biologique de I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) qui se charge de définir arbitrairement, pour une molécule donnée, la valeur
de son unité internationale propre, sur la base de différentes expériences. Dans
'alimentation, une Ul de rétinol correspond a 0,33 pg de rétinol (Agence Canadienne

d’Inspection des Aliments, 2017).

c) Digestion de la vitamine A

La disponibilité des caroténoides dans les aliments ingérés est limitée, seuls 5 a 30%
des caroténoides parviendraient a étre absorbés par I'organisme (Saura-Calixto & Pérez-
Jiménez, 2018) Les caroténoides sont absorbés par les entérocytes puis sont métabolisés
en rétinol dans la cellule intestinale par la B-caroténe-15,15’-monooxygénase (BCMO1). lIs
peuvent aussi rester sous forme caroténoide, car de nombreux tissus possédent la BCMO1
(O'Byrne & Blaner, 2013).

Les esters de rétinol ne peuvent pas étre absorbés tels quels par les entérocytes, ils
doivent préalablement étre hydrolysés en rétinol libre (O'Byrne & Blaner, 2013). Ce sont les

Rétinol-Esters-Hydrolases (REHs) qui sont en charge de cette étape. Elles se trouvent libres



dans la lumiére intestinale ou bien accrochées aux microvillosités de la paroi intestinale. La
principale REH responsable de la dé-estérification des esters de rétinol est la lipase
pancréatique des triglycérides (PTL), mais la Lipase des Esters Carboxyliques (CEL) et la
phospholipase B peuvent aussi réaliser cette tadche (Harrison, 2012; Asson-Batres &
Rochette-Egly, 2016; Saeed et al., 2017).

La présence de REHs dans la lumiére intestinale n’est pas la seule condition nécessaire
a l'absorption du rétinol. En effet, la vitamine A est une vitamine liposoluble et elle est de ce
fait digérée comme les lipides pour étre absorbée par lI'organisme. Par conséquent,
I'efficacité de son captage dans I'alimentation est significativement augmentée lorsque le
contenu gastrique est riche en lipides alimentaires (Igbal & Hussain, 2009; Harrison,
2012). Notamment, étant donné qu’elle est hydrophobe alors que la lumiére intestinale est
un environnement hydrophile, la coopération des sels biliaires présents dans la bile est,
comme pour les lipides, nécessaire a son absorption (Saeed et al., 2017). Brievement, les
hépatocytes produisent des sels biliaires qu’ils relachent dans la bile, avant qu’elle ne
rejoigne la lumiére du duodénum, la partie initiale de l'intestin gréle. La bile contient des
phospholipides, du cholestérol, des ions et de I'eau, mais ce sont les sels biliaires qui lui
permettent d’émulsionner les lipides et les nutriments lipophiles provenant de I'alimentation,
tels que la vitamine A. Des micelles mixtes se forment et incorporent les esters de rétinol
afin de leur permettre d’étre pris en charge par les lipases. De plus, I'activité de la PTL et
de la CEL est accrue en présence de sels biliaires. Ainsi, toute pathologie qui perturbe
I’lhoméostasie des sels biliaires est susceptible d’'induire des déficits de vitamine A (Igbal &
Hussain, 2009; Saeed et al., 2017).

d) Transport de I’entérocyte a I’hépatocyte

Une fois dé-estérifié et libre, le rétinol entre dans I'entérocyte grace a un transporteur,
lorsque la concentration du rétinol dans la lumiére intestinale se trouve dans des valeurs
physiologiques (<150 nM) (Harrison, 2012). Lorsque cette concentration dépasse 300 nM,
ce transporteur est saturé, et un transport passif par diffusion a travers la bicouche lipidique
des entérocytes prend le relais. Lidentité et le fonctionnement exact de ce systéme
saturable demeurent peu connus (Li & Tso, 2003; Saeed et al., 2017).

Aussitdt entré dans I'entérocyte, le rétinol libre est pris en charge par la protéine de
liaison cellulaire du rétinol de type Il (CRBPII), qui le fournit a la lécithine:rétinol acyl
transférase (LRAT) afin qu’il soit ré-estérifié avec des acides gras a longues chaines (du

palmitate, le plus souvent) (Harrison, 2005; Blomhoff & Blomhoff, 2006). C’est sous cette



forme estérifiée que le rétinol quitte 'entérocyte pour rejoindre le foie ou il est stocké. Pour
ce faire, le rétinol trés hydrophobe nécessite d’étre transporté par des chylomicrons (CMs).

Les CMs appartiennent aux lipoprotéines, qui sont des complexes formés de protéines
et de lipides spécialisés dans le transport de lipides partout dans 'organisme. La synthése
des CMs a lieu dans le réticulum endoplasmique (RE) des entérocytes, et débute par
'assemblage de phospholipides, de cholestérol libre et estérifié, et de triacylglycérols avec
la volumineuse apolipoprotéine B48 (apoB48) pour former un pré-chylomicron (Igbal &
Hussain, 2009; Hussain, 2014). En paralléle, les lipides alimentaires ainsi que les vitamines
liposolubles fraichement captés dans la lumiére intestinale sont également acheminés dans
le RE gréce a leurs protéines de liaison cellulaires respectives (CRBPII dans le cas du
rétinol), afin d’étre incorporés au cceur du pré-chylomicron en formation (Fig. 2).
L’assemblage de ce pré-chylomicron est dépendant de la concentration de lipides absorbés.
En effet, 'apoB48 est produite de facon constitutive dans le RE, mais seul un apport
suffisant en lipides alimentaires a l'intérieur du RE permet de stabiliser le pré-chylomicron
et d’empécher la dégradation de I'apoB48 par la voie ubiquitine-dépendante. Ceci explique
pourquoi I'efficacité d’absorption de la vitamine A augmente avec la co-ingestion de lipides
(Igbal & Hussain, 2009; D'Ambrosio et al., 2011; Hussain, 2014).

Les CMs sont de forme sphérique, dont le cceur contient les lipides alimentaires et dont

la surface est majoritairement composée de phospholipides et de cholestérol libre. lls
terminent leur maturation dans I'appareil de Golgi, puis sont transportés jusqu’a la
membrane basolatérale de I'entérocyte, avant d’étre exocytés a travers la lamina propria
pour rejoindre le systéme lymphatique (Tso & Balint, 1986; Igbal & Hussain, 2009;
Mansbach & Siddiqi, 2010; Hussain, 2014).
La sécrétion des CMs chargés en lipides, dans les chyliféres (capillaires lymphatiques situés
a lintérieur des microvillosités intestinales) résulte d’'un processus actif bien régulé et
soutenu par une activité contractile des cellules musculaires lisses qui entourent ces
chyliferes (Cifarelli & Eichmann, 2019). Le débit de la lymphe, dans lesquels les CMs sont
transportés, influence la vitesse de sécrétion des CMs dans les chyliféres (Tso & Balint,
1986). Ainsi, la formation et la sécrétion des CMs sont les étapes limitantes de I'absorption
de rétinol (Li & Tso, 2003; D'Ambrosio et al., 2011).



Veine sous-claviére

Vaisseau
chylifere
(lymphatique)

Canal thoracique

I Citerne de Pecquet

Neceud mésentérique

Vaisseau lymphatique

Chylomicron

Figure 2 — Absorption de la vitamine A.

Le B-caroténe (origine végétale) est absorbé par I’entérocyte sous sa forme caroténoide et n’est transformé
en vitamine A (rétinol) qu’une fois dans I’entérocyte par la BCMOI1. Les ERs ingérés (origine animale)
sont hydrolysés par les REHs dans la lumiére intestinale, ce qui forme du rétinol libre qui peut entrer dans
les entérocytes. Une fois dans I’entérocyte, le rétinol est pris en charge par les CRBPs, qui le fournissent
a la LRAT, en vue de son estérification. Les ERs formés sont incorporés aux CMs dans le réticulum
endoplasmique. Puis aprés avoir subi leur maturation, les CMs chargés en ERs sont excrétés dans les
capillaires lymphatiques appelés chyliféres. Ces chyliféres rejoignent les vaisseaux lymphatiques
convergeant vers la citerne de Pecquet par I’intermédiaire des noeuds mésentériques. Enfin, apres avoir
emprunté le canal thoracique, les CMs rejoignent la circulation sanguine au niveau de la veine sous-
claviére. Une fois dans la circulation générale, les CMs pourront étre captés par le foie dans le but de
stocker leur contenu en ERs.

Abbréviations : BCMOI, B-caroténe-15,15’-monooxygenase 1 ; CEL, Carboxyl Ester Lipase ; CMs,
chylomicrons ; CRBPs, Cellular Retinol Binding Proteins ; ERs, esters de rétinol ; LRAT, Lecithin:Retinol
Acyl Transferase ; PTL, Pancreatic Tryglyceride Lipase ; REHs, Retinol Ester Hydrolases.



Les CMs voyagent alors le long des nceuds lymphatiques mésentériques jusqu’aux
vaisseaux lymphatiques, qui convergent vers la citerne de Pecquet située dans I'abdomen,
rejoignent le canal thoracique qui se déverse dans la circulation sanguine au niveau de la
veine sous-claviaire supérieure (Cifarelli & Eichmann, 2019) (Fig. 2). Une fois dans la
circulation générale, les triglycérides des CMs sont hydrolysés par la protéine lipase et
acquiérent I'apolipoprotéine E (apoE) formant ainsi des CMs dits remnants. Environ 70% de
ces CMs remnants sont captés par le foie, et permettent a la vitamine A d’étre récupérée et
stockée par les hépatocytes, contre environ 30% qui échappent a ce stockage et sont captés

par divers organes cibles nécessitant de I'utiliser (D'Ambrosio et al., 2011; Li et al., 2014).

Il. Métabolisme général de la vitamine A

a) Stockage de la vitamine A

Le site de stockage principal de la vitamine A est le foie ; la majorité de la vitamine A
présente dans l'organisme s’y trouve (Asson-Batres & Rochette-Egly, 2016).
Depuis la circulation sanguine, les CMs traversent I'espace de Disse qui sépare
I'endothélium hépatique des hépatocytes, par un processus de tamisage. Le captage des
CMs remnants est permis par un récepteur qui reconnait 'apoE, a la surface des
hépatocytes (également appelés cellules parenchymateuses du foie) et conduit a
l'internalisation des CMs (D'Ambrosio et al., 2011). Dans I'hépatocyte, les esters de rétinol
issus des CMs sont séparés des autres lipides alimentaires et rapidement hydrolysés pour
former du rétinol libre, alors pris en charge par la protéine cellulaire de liaison du rétinol de
type | (CRBPI). Le devenir du rétinol libre est alors double : (i) il peut étre immédiatement
associé a son transporteur sanguin spécifique, la protéine de liaison du rétinol appelée la
RBP4, produite par I'hépatocyte, pour aller jusqu’'a ses tissus cibles. Avant de quitter
'hépatocyte, I'holo-RBP4 (associée au rétinol) s’associe a la transthyrétine (TTR), la
protéine de transport de I'hormone thyroidienne Ts4. Ce complexe rétinol-RBP4-TTR
empéche la filtration rénale et I'élimination du rétinol (Li et al., 2014; Vieira & Saraiva, 2014;
Khalil et al., 2017). (i) le rétinol libre est transféré aux cellules étoilées, non
parenchymateuses du foie (également appelées cellules de Ito) qui sont spécialisées dans

le stockage de la vitamine A (Asson-Batres & Rochette-Egly, 2016).

A ce jour, les mécanismes permettant au rétinol libre de transiter des hépatocytes aux
cellules étoilées non parenchymateuses pour son stockage sont mal connus et

controversés. Notamment, le réle de RBP4 pour assurer cette fonction a été évoqué, mais



cette hypothése a été remise en question aprés avoir fait le constat que des souris knock-
out pour le géne Rbp4 présentent tout de méme des stocks hépatiques d’esters de rétinol
comparables a ceux des souris controles (Quadro et al., 1999; Vogel et al., 2002).

Cependant, les données actuelles de la littérature s’accordent sur le fait que le rétinol doit
étre dé-estérifié pour que ce transfert hépatocytes-cellules étoilées soit possible (Asson-
Batres & Rochette-Egly, 2016). Une fois dans la cellule de Ito, le rétinol est immédiatement
pris en charge par la CRBPI et ré-estérifié avant d’étre stocké dans les gouttelettes lipidiques
situées dans le cytoplasme (D'Ambrosio et al., 2011; Saeed et al., 2017). Ce stockage se
produit lorsque les apports en vitamine A sont conséquents et suffisants. L’organisme peut
ainsi y avoir recours dés lors que les apports alimentaires baissent de fagon importante
pendant plusieurs semaines, voire plusieurs mois (D'Ambrosio et al., 2011). Les gouttelettes
lipidiques des cellules étoilées contiennent jusqu’a 50% d’esters de rétinol (palmitate de
rétinyle principalement, mais aussi du stéarate de rétinyle, de l'oléate de rétinyle, et du
linoléate de rétinyle) (D'Ambrosio et al., 2011; O'Byrne & Blaner, 2013) ce qui représente
bien plus que le contenu des gouttelettes lipidiques des hépatocytes, principalement
constitué de ftriglycérides (Blomhoff & Blomhoff, 2006; Asson-Batres & Rochette-Egly,

2016), et justifie leur spécialisation dans le stockage de la vitamine A.

Si la RBP4 ne semble pas indispensable au transfert du rétinol des hépatocytes vers
les cellules étoilées, elle serait nécessaire a la mobilisation des stocks des cellules étoilées.
En effet, les souris qui n’expriment pas Rbp4 sont incapables de récupérer le contenu en
rétinol des cellules étoilées (Quadro et al., 1999; Vogel et al., 2002). Lorsque des tissus
extra-hépatiques présentent un besoin en vitamine A, la mobilisation des stocks hépatiques
nécessite a nouveau la dé-estérification des esters de rétinyle en rétinol libre. Celui-ci doit
étre ramené dans I'hépatocyte, afin de lui permettre de se lier a la RBP4, de former le
complexe avec la TTR, et de rejoindre la circulation sanguine et les tissus cibles
(D'Ambrosio et al., 2011). L’existence d’'un autre récepteur a été mis en évidence chez la
souris, nommé RBPR2 pour Récepteur de type 2 de la RBP4. L’expression de RBPR2 est
trés importante dans le foie et est inversement corrélée aux stocks hépatiques de rétinol.
Ainsi, ce récepteur permettrait de favoriser I'entrée du rétinol dans le foie, quand les stocks
sont plus faibles. Cependant, I'existence de son homologue chez I’'Homme reste a confirmer
(Asson-Batres & Rochette-Egly, 2014; Saeed et al., 2017).

Cette capacité du foie a stocker la vitamine A puis a la relarguer a la demande, permet
a l'organisme de maintenir de fagon extrémement précise la concentration sanguine de

vitamine A (sous forme de rétinol complexé a la RBP4) a une valeur avoisinant 2 uM chez
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'Homme, et environ 1 uM chez la souris (Blomhoff & Blomhoff, 2006; O'Byrne & Blaner,
2013; Li et al., 2014).

Bien que le foie soit le principal site de stockage de la vitamine A, d’autres organes en
sont également capables, mais dans une moindre mesure. C’est le cas des yeux, des
poumons, de la peau, des testicules, de la rate ou encore du tissu adipeux (O'Byrne &
Blaner, 2013). Le tissu adipeux, en particulier, posséde une capacité de stockage non
négligeable de la vitamine A. En effet, les adipocytes présentent de nombreuses similitudes
avec les cellules étoilées hépatiques : leur morphologie, leurs fonctions et leur équipement
enzymatique impliqué dans le métabolisme lipidique et de la vitamine A (Sauvant et al.,
2011). lls sont notamment capables de synthétiser la RBP4 et peuvent stocker des esters
de rétinol. Cependant, le dialogue entre ces deux types cellulaires et les moyens éventuels

de leur coopération dans le métabolisme de la vitamine A restent a déterminer.

b) Les dérivés de la vitamine A : les rétinoides

Les rétinoides englobent 'ensemble des molécules naturelles ou synthétiques dérivant
du rétinol-tout-trans ou bien présentant une ressemblance structurale avec ce dernier (Li et
al., 2014) (Fig. 3). Trois parties se distinguent dans la structure de base d’'un rétinoide : un
cyclohexane triméthyléne (trés hydrophobe), conjugué a une chaine polyénique qui se
termine par un groupement fonctionnel polaire (hydrophile) (Chakrabarti et al., 2016; Khalil
et al.,, 2017). La nature de ce groupement polaire détermine le type de rétinoide ; par
exemple si ce groupement est un aldéhyde, le rétinoide en question est un rétinaldéhyde,
si le groupement est un acide carboxylique, le rétinoide est un acide rétinoique, et ainsi de
suite (Khalil et al., 2017).

La chaine polyénique est composée de plusieurs doubles liaisons carbone-carbone
conjuguées, ce qui rend les rétinoides instables. Les carbones présents sur cette chaine
peuvent subir trés facilement une oxydation en présence d’agents oxydants, de lumiére ou
a des températures élevées et induire ainsi la dégradation de ces molécules ou leur
isomérisation selon le cas (Blomhoff & Blomhoff, 2006; Asson-Batres & Rochette-Egly,
2016). Ces chaines polyéniques leur conférent également une activité chromophore qui leur
permettent d’absorber la lumiére ultraviolette dans des longueurs d’onde comprises entre
325-380 nm (Chakrabarti et al., 2016).
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Figure 3 — Les rétinoides et leur précurseur caroténoide, le B-caroténe.

Abbréviations : ADH, Alcool Déshydrogénase ; BCMO1, Beta-Carotene-15,15" Mono-Oxygenase de type
1 ; RALDH, Retinaldehyde Déshydrogénase, REH, Retinyl Ester Hydrolase, ROLDH, Rétinol
Déshydrogénase. Note : « Rétinal » est I’autre nom du rétinaldéhyde. (Adapté de O’Byrne et al. 2013)

c) Métabolisme cellulaire de la vitamine A

De trés nombreux organes ont d’'importants besoins en vitamine A comme le cerveau,
les reins, la rate, les organes génitaux, etc. Lorsque la cellule d’'un organe cible de la
vitamine A présente un besoin en rétinol, celle-ci le capte dans la circulation sanguine grace
au récepteur STRA6 (STimulated by Retinoic Acid gene 6) présent a la surface de la
membrane plasmique, qui lie la RBP4 et facilite ainsi I'entrée du rétinol dans la cellule
(Asson-Batres & Rochette-Egly, 2016; Saeed et al., 2017) (Fig. 4). Ce récepteur est exprimé
par un grand nombre d'organes présentant des besoins en vitamine A comme le cerveau
(Amengual et al., 2014; Kelly et al., 2016).

Une fois dans la cellule, le rétinol estimmédiatement pris en charge par les protéines de
liaison cellulaires du rétinol (CRBPI ou Il), qui permettent a la rétinol-déshydrogénase
(ROLDH) de le métaboliser pour former le rétinaldéhyde. Ce dernier subit a son tour une
déshydrogénation par la rétinaldéhyde-déshydrogénase (RALDH) pour donner naissance a
'acide rétinoique-fout-trans (AR), reconnu comme le métabolite actif de la vitamine A. Ce

dernier peut étre isomérisé en acide rétinoique-9-cis (Berbis, 2010). Dans la suite de ce
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manuscrit, 'abbréviation « AR » fera systématiquement référence a I'acide rétinoique-tout-
trans.

Contrairement au rétinaldéhyde, la formation de I'AR est irréversible (Asson-Batres &
Rochette-Egly, 2016); une fois produit, il doit étre utilisé ou bien dégradé (Saeed et al.,
2017). L’AR ainsi formé est alors capté par les protéines de liaison cellulaires de 'AR
(CRABPS). Il en existe plusieurs au sein des cellules (CRABP-I, CRABP-II, FABP), et ce
sont les besoins de la cellule a un instant donné qui déterminent quelle CRABP doit se lier
a 'AR. Les CRABPs acheminent 'AR dans le noyau de la cellule afin qu’il se lie a ses
récepteurs, qui sont des facteurs de transcription; les Récepteurs de I'Acide Rétinoique
(RARs) ou bien les Retinoid X Receptors (RXRs). L’AR-tout-trans lie uniqguement les RARs.
L’AR-9-cis lie préférentiellement les RXRs, cependant, il n’est pas détectable en conditions
physiologiques chez les vertébrés, contrairement au dihydro-AR-9-cis qui serait le ligand
endogéne principal des RXRs (Krezel et al., 2019). La liaison de 'AR induit I'activation de
'hétérodimére RAR-RXR, qui est alors en mesure de réguler la transcription d’'une multitude
de génes cibles. Le mode d’action des récepteurs des rétinoides est décrit dans la partie ci-

apres, d) Les récepteurs des rétinoides.

A Tlinverse, dans le but de réguler finement la concentration d’AR dans la cellule, -
d’empécher son accumulation excessive, ou d’éliminer 'AR excédentaire- les CRABPs
peuvent le diriger vers les voies de dégradation, qui sont assurées par les cytochromes
P450, famille 26. Il en existe trois isotypes, codés par des génes différents : CYP26A1,
CYP26B1, CYP26C1, dont la répartition dans I'organisme est variable. lls dégradent 'AR
sous forme de métabolites polaires ; le 4-hydroxy-AR, le 4-oxo-AR ou encore le 18-hydroxy-
AR (Berbis, 2010; Ransom et al., 2014) (Fig. 4). Les cytochromes CYP26 sont surtout
exprimés dans le foie, mais également dans le cerveau (Thacher et al., 2000; Ross &
Zolfaghari, 2011; Stoney et al., 2016). Les métabolites de I'AR subissent par la suite une
glucuronidation, pour étre excrétés puis éliminés via les urines et les fécés (O'Byrne &
Blaner, 2013; Blaner, 2019). Il est a noter que bien que les CYP26 sont largement
majoritaires dans le catabolisme de I'AR, d’autres familles de cytochromes peuvent
également le dégrader (CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP1A1, etc.) (Asson-Batres &
Rochette-Egly, 2016). L’AR exerce un rétrocontréle positif sur sa propre dégradation car les
cytochromes CYP26 présentent dans le promoteur de leur géne (Ransom et al., 2014),
I'élément de réponse a I'acide rétinoique (Retinoic Acid Responsive Element, RARE),
auquel I'nétérodimére RAR-RXR se lie aprés fixation de I'AR, et active sa transcription ; un

mécanisme précieux pour le maintien de ’homéostasie de la vitamine A.
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Figure 4 — Métabolisme cellulaire de la vitamine A.

Le rétinol transporté par la RBP4, associée a la TTR entre dans la cellule cible suite a la liaison de RBP4
a STRAG6. Dans la cellule, il est immédiatement pris en charge par les CRBPs qui le fournissent a la
ROLDH pour une premiere déshydogénation donnant naissance au rétinaldéhyde (étape réversible, grace
a I’ADH), qui subit a son tour une déshydrogénation par la RALDH pour former I’AR. L’AR est
immédiatement capté par les CRABPs qui I’acheminent dans le noyau pour lui permettre de se lier a ses
récepteurs les RARs. Cette liaison permet [’hétérodimérisation de RAR avec RXR et le complexe ainsi
formé peut activer la transcription de génes cibles. Selon le cas, les CRABPs peuvent également diriger
I’AR vers les voies de dégradation par les cytochromes CYP26.

Abbréviations : ADH, Alcool Dehydrogenase ; AR, acide rétinoique ; CRABP, Cellular Retinoic Acid
Binding Proteins ; CRBP, Cellular Retinol Binding Proteins ; RALDH, Retinaldehyde Dehydrogenase ;
RAR, Retinoic Acid Receptors ; RBP4, Retinol Binding Protein 4 ; ROLDH, Retinol Dehydrogenase ;
RXR, Retinoid X Receptors ; STRA6, Stimulated by retinoic acid 6 gene ; TTR, Transthyrétine.
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d) Les récepteurs de I’acide rétinoique

Les récepteurs des rétinoides, RARs et RXRs, appartiennent a la superfamille des
récepteurs nucléaires (NR) et présentent de ce fait une structure bien caractérisée divisée
en domaines ayant chacun leur spécificité, notamment pour la liaison a 'ADN ou bien pour
la liaison du ligand (Weikum et al., 2018). Les récepteurs des rétinoides sont des facteurs
de transcription inductibles par leur ligand (Idres et al., 2002) qui se divisent en trois isotypes
de RARs et de RXRs codés par des génes différents, (RARa, -B, -y et RXRa, -3, -y), a
l'intérieur desquels plusieurs isoformes ont été décrites (Lane & Bailey, 2005; Asson-Batres
& Rochette-Egly, 2014). L'AR se lie au domaine de liaison du ligand de RAR et induit un
changement de conformation de ce dernier, responsable de la perte d’affinité des
corépresseurs et du recrutement de coactivateurs de transcription (Tanoury et al., 2013;
Asson-Batres & Rochette-Egly, 2014). Ainsi, le complexe AR-RAR-RXR constitué et activé
se lie au RARE situé dans le promoteur de ses génes cibles, et active leur transcription
(Lane & Bailey, 2005; Blomhoff & Blomhoff, 2006; Tanoury et al., 2013). |l existe de
nombreux polymorphismes des RARES, mais classiquement ce sont des répétitions du motif
AGGTCA, séparés par 1, 2 ou 5 nucléotides (Lane & Bailey, 2005; Tanoury et al., 2013).

Il a été découvert récemment que I'AR peut également se lier a un autre facteur de
transcription, le récepteur nucléaire des acides gras, PPARd (Peroxisome Proliferator-
activated Receptor 0, également appelé PPARR), lorsque son transport cellulaire est assuré
par la FABPS5, (Tanoury et al., 2013; Asson-Batres & Rochette-Egly, 2014).

Il est a noter que les RXRs possédent également des ligands qui ne sont pas des
rétinoides, c’est le cas en particulier de I'acide docosahexaénoique (DHA, C20 :6 n-3), un
acide gras polyinsaturé de la famille des omégas-3 (de Urquiza et al., 2000; Asson-Batres
& Rochette-Egly, 2014). Les RXRs sont capables de former des homodiméres ou bien des
hétérodiméres avec d’autres récepteurs nucléaires de la superfamille, tels que par exemple,
le récepteur des hormones thyroidiennes (TR), le récepteur de la vitamine D (VDR), le
récepteur des acides gras (PPARs), ou encore le récepteur des acides biliaires FXR
(Farnesid X Receptor) (Idres et al., 2002; Lane & Bailey, 2005; Berbis, 2010; Saeed et al.,
2017) (Fig. 5).

Pour ajouter a la complexité de la régulation des voies contrélées par les récepteurs des
rétinoides, selon le ligand lié au RXR, I'activité transcriptionnelle de I'hétérodimére RXR-RN
peut varier. Des complexes dits permissifs ou non-permissifs ont été décrits (le Maire et al.,
2012; Saeed et al., 2017), et ce qui détermine le caractére permissif d’'un complexe RXR-

RN n’est pas définitif. Dans le premier cas, les ligands de RXR et de son partenaire peuvent
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activer la transcription génique de fagon indépendante et synergique. Dans le second cas,
RXR n’est qu’un composant structural du complexe, lui permettant simplement de pouvoir
se lier a 'ADN.

Plus de 500 génes sont régulés directement ou indirectement par les récepteurs des
rétinoides (Balmer & Blomhoff, 2002). L’expression de ces récepteurs est notamment
conséquente au niveau cérébral (Krezel et al., 1999; Thompson Haskell et al., 2002; Arfaoui
et al., 2013). Ainsi, la voie de signalisation rétinoide, par l'intermédiaire du RXR, se trouve
au confins de plusieurs autres voies de signalisation d’hormones ou d’autres nutriments et

est en équilibre avec elles.

PPAR

Figure 5 — Hétérodimérisation des RXRs avec d’autres récepteurs nucléaires (RN).

Abréviations : VDR, récepteur de la vitamine D ; PPAR, récepteur des acides gras ; RAR, récepteur de
I’AR ; TR, récepteur des hormones thyroidiennes, FXR, récepteurs des acides biliaires.

e) Co-régulateurs

La régulation de la transcription génique est bien plus complexe que la simple liaison
d’'un facteur de transcription sur le promoteur d’'un géne. En effet, elle intégre la compétition
entre les différents ligands d’'un méme récepteur nucléaire, elle-méme dépendant de la
présence relative des protéines d’acheminement nucléaire de ces ligands. Il faut aussi
prendre en compte la disponibilité nucléaire des partenaires de dimérisation du récepteur,
I'efficacité de leur hétérodimérisation, ou encore lintervention de co-régulateurs qui

coordonnent I'accés du récepteur au promoteur d’'un géne cible donné.
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La capacité de transcription des récepteurs des rétinoides est soutenue par des
coactivateurs et des corépresseurs qui orchestrent leur activité transcriptionnelle (Blomhoff
& Blomhoff, 2006) (Fig. 6).

En absence de ligand, les RARs sont associés a de multiples corépresseurs, dont les
principaux sont N-CoR (Nuclear receptor Corepressor) et SMRT (Silencing Mediator of
Retinoid and Thyroid hormone receptors) (Lane & Bailey, 2005). Ces corépresseurs
coopérent avec des facteurs présentant une activité histone-désacétylase (HDAC), qui dé-
acétylent les lysines des extrémités N-terminales des histones et ainsi maintiennent la
chromatine dans un état condensé, empéchant I'accés au promoteur du géne cible et donc
inhibent la transcription (Tanoury et al., 2013).

Lorsque I'AR se lie au RAR, il induit un changement conformationnel au sein du RAR lui
faisant perdre son affinité pour les corépresseurs qui se décrochent et cédent leur place aux
coactivateurs, tels que SRC-1 (également appelé NCoA1), SRC-2 ou encore SRC-3. Ceux-
ci font a leur tour appel a une batterie de partenaires possédant, cette fois, une activité
d’histone-acétyl-transférase (HAT), d’histone-méthyl-transférase (HMT) ou d’histone-
déméthylase (HDM) résultant en la décompaction de la chromatine qui rend disponible le
promoteur a la machinerie de transcription génique (Berbis, 2010; Tanoury et al., 2013).

En absence de ligand
HDAC
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RXR RAR
— RARE
AR l
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Figure 6 — Interaction des co-régulateurs avec les récepteurs selon la présence d'AR. 3

(Adapté de Lane et al. 20053)
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B.Vitamine A et maintien des processus
neurobiologiques de la mémoire : conséquences du

vieillissement

La vitamine A est probablement la vitamine qui exerce les effets les plus pléiotropes
dans l'organisme. Elle est indispensable a la vie in utero, jusqu’a I'age adulte et couvre de
trés nombreuses fonctions allant de la vision, a la croissance, la reproduction, mais aussi
limmunité (Ross et al., 2000; Semba, 2012), 'hématopoiése (Cafnete et al., 2017), le
métabolisme (Mcilroy et al., 2013; Mody, 2017; Blaner, 2019) ou encore le maintien de la
diversité du microbiote (Cantorna et al., 2019) (Fig. 7).

Cette multifonctionnalité a conduit au développement de pléthore de rétinoides
synthétiques qui sont actuellement utilisés dans le traitement du lymphome cutané, comme
le Bexaroténe, agoniste des RXRs ou encore le traitement d’affections topiques telles que

le psoriasis, 'acné ou I'eczéma (Khalil et al., 2017).
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Figure 7 — Représentation non exhaustive des différentes fonctions exercées par la vitamine A dans
l'organisme.

(Ross et al. 2000)
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l. Fonction de la vitamine A dans le maintien de la mémoire du

cerveau adulte

En complément de ces nombreux réles, la vitamine A est également primordiale pour le
développement du systéme nerveux central (SNC) au cours de la vie embryonnaire et post-
natale, notamment via son effet pro-différenciant sur les cellules neurales progénitrices
(McCaffery et al., 2006).

Toutefois, elle conserve un role essentiel dans le cerveau I'adulte. De la fin des années
1990 a nos jours, un nombre grandissant d’études ont mis en lumiére le réle de la voie des
rétinoides dans la fonction cognitive adulte dont la mémoire. Son réle était jusque-la
considéré comme cantonné a la vie in utero et au développement post-natal. L’hippocampe
en particulier, est une structure cérébrale maitresse dans la formation et le stockage de
différents types de mémoires (Neves et al., 2008; Lisman et al., 2017; Voss et al., 2017) et
constitue de ce fait un site privilégié pour l'action de la vitamine A (Krezel et al., 1999;
Werner & Deluca, 2002). Le role de la vitamine A dans le maintien de la mémoire a été mis
en évidence notamment avec I'étude des conséquences de la déplétion génétique des

récepteurs de '’AR ou de carence en vitamine A chez le rongeur.

a) Conséquences cognitives de la déplétion génétique des RARs et RXRs.

En 1998, Chiang et ses collaborateurs sont parmi les premiers a mettre en lumiére le
réle de la voie des rétinoides dans la fonction cognitive du cerveau adulte. En étudiant le
comportement de souris adultes agées de trois mois et knock-out pour les récepteurs RARR,
RXRy ou pour les deux a la fois (RARB/RXRY), ils ont mis en évidence une altération des
capacités d'apprentissage des souris RARB” et RARB/RXRy” dans le paradigme de la
piscine de Morris, qui évalue la mémoire spatiale dépendante de I'hippocampe. Les déficits
mnésiques de ses souris déficientes étaient associés a une altération importante de la
potentialisation a long terme (LTP) et de la dépression a long terme (LTD) (Chiang et al.,
1998), deux formes de plasticité synaptique qui assurent le transfert d’informations d’'une
synapse a une autre et qui font partie des processus a la base de la mémorisation et de
'apprentissage.

En paralléle, les travaux de Krezel et al. montrent que la déficience d’'un ou plusieurs
récepteurs des rétinoides (RARB, RXRB ou RXRYy) inhibe l'activité exploratoire spontanée

de ces souris et altére la transmission dopaminergique mésolimbique impliquée dans le
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contréle de ce comportement (Krezel et al., 1998). Plus tard, des troubles de mémoire de
travail a court-terme, se traduisant par des erreurs d’alternance spontanée dans le
labyrinthe en Y, ainsi que des troubles de mémoire de reconnaissance a court-terme
évaluée dans le test de reconnaissance d’objet ont été mis en évidence chez des souris
RARB/RXRYy-déficientes (Wietrzych et al., 2005).

Des souris transgéniques exprimant un récepteur RARa dominant-négatif inductible
spécifiquement dans le cerveau antérieur, capable de s’hétérodimériser mais pas de se lier
a ’ADN pour activer la transcription, présentaient une diminution des réponses synaptiques
induites par le récepteur AMPA du glutamate, une altération de la LTP ainsi que des troubles
de la mémoire de reconnaissance sociale et de la mémoire spatiale (Nomoto et al., 2012).

Ces travaux, dont la liste n’est pas exhaustive, ayant étudié le rdle spécifique des
récepteurs de 'AR, démontrent le role crucial de la signalisation de la vitamine A dans les

processus de mémoire chez 'adulte.

b) Conséquences cognitives de la carence en vitamine A

La carence en vitamine A est un moyen efficace d’abolir la signalisation de la vitamine
A afin d’étudier son réle sur la cognition chez I'adulte. De la méme fagon que la déplétion
génétique des récepteurs des rétinoides, la carence induit des déficits de plasticité
synaptique associés a des troubles importants de la mémoire.
La carence en vitamine A conduit a une forte diminution de I'expression des récepteurs
RARB, RXRB et RXRy dans le cerveau entier des rats (Enderlin et al., 2000). Cette
diminution s’accompagne aussi d’'une perturbation de la mémoire relationnelle dépendante
de I'hippocampe chez la souris (Etchamendy et al., 2003). De plus, la carence en vitamine
A perturbe la LTP et la LTD dans la région CA1 de I'hippocampe, chez la souris adulte
(Misner et al., 2001). Aprés 15 semaines de carence, deux jours d’exposition des souris a
un régime normalement dosé en vitamine A, de méme que le traitement direct de tranches
de cerveaux des souris carencées avec de I'AR, permettent de restaurer une plasticité
synaptique normale (Misner et al., 2001).
La neurogénése hippocampique est un processus permettant la naissance de nouveaux
neurones dans le but d’enrichir les réseaux de neurones pré-existants et ainsi renforcer la
communication neuronale. Il s’agit d’'un autre type de plasticité cérébrale soutenant les
processus de mémoire. Une altération de la neurogénése hippocampique a également été
rapporté chez le rat carencé en vitamine A associée a une diminution de I'expression des

récepteurs des neurotrophines et un déficit de la mémoire spatiale. Toutes ces altérations
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ont été normalisées par une supplémentation alimentaire en vitamine A ou I'administration
d’AR (Bonnet et al., 2008; Bonhomme, Minni, et al., 2014). Trois jours de consommation
d’'un régime contrdle (non carencé en vitamine A) permet a des rats carencés depuis 12
semaines de récupérer des performances de mémoire comparables a celles des rats
contrdles dans le labyrinthe radial (Cocco et al., 2002).

Cependant, une quantité excessive d’AR dans I'hippocampe peut se montrer délétére.
L’administration chronique d’AR-13-cis, qui peut s’isomériser en AR, induit chez des souris
jeunes et non carencées en vitamine A, une diminution significative de la prolifération
neuronale dans I'hippocampe et perturbe la mémoire relationnelle des souris dans le
labyrinthe radiaire a huit bras (Crandall et al., 2004; Goodman et al., 2012).

A nouveau, ces données ont contribué a révéler le réle primordial de la signalisation de la

vitamine A dans le maintien des processus de mémoire et d’apprentissage chez 'adulte.

c) Mécanismes de maintien de la mémoire par la signalisation de I’AR.

Comme mentionné précédemment, la liaison de 'AR a ses récepteurs nucléaires induit
la transcription de nombreux génes cibles dans le cerveau. Parmi eux, une fraction notable
code pour des protéines intervenant dans les mécanismes cellulaires permettant la
formation de la mémoire : la neurogranine (RC3) (Enderlin, Pallet, et al., 1997; Etchamendy,
Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001a), un facteur
neurotrophique cérébral (BDNF) (Golini et al., 2012), la neuromoduline (GAP-43) (Husson
et al., 2004), la protéine de densité post-synaptique 95 (PSD-95) (Bonhomme, Pallet, et al.,
2014), les récepteurs de la dopamine ou encore les récepteurs du neurotransmetteur
glutamate ; NMDA, AMPA et kainate (Krezel et al., 1998; Lane & Bailey, 2005), et bien
d’autres encore.

De plus, le moment de la journée influencerait 'efficacité de la plasticité synaptique et
par conséquent I'efficacité de la formation de la mémoire (Gerstner & Yin, 2010). Le rythme
circadien, basé sur un cycle de 24 heures, est généré au sein de I'organisme par le noyau
suprachiasmatique (NSC) de I'hypothalamus et permet a I'ensemble des tissus de se
synchroniser, a l'aide des zeitgebers, des signaux environnementaux « donneurs de
temps » (par exemple, le jour et la nuit) (Eckel-Mahan & Storm, 2009; Gerstner & Yin, 2010).
La signalisation de I'AR serait en mesure d’influencer ce cycle. En effet, les génes PER1 et
BMAL1, véritables métronomes de I'horloge biologique, présentent dans leur promoteur des

RARE et RXRE. Trois mois de carence en vitamine A chez le rat modifie significativement

21



le cycle d’expression de BMAL1 et abolit la rythmicité d’expression de PER1 dans
I'hippocampe, mais perturbe également I'expression cyclique de BDNF et RC3 (Golini et al.,
2012). Les récepteurs des rétinoides présentent d’ailleurs eux-mémes une expression
cyclique qui est altérée par la carence en vitamine A (Navigatore Fonzo et al., 2013; Ransom
et al., 2014).

Par ailleurs, il existe toute une signalisation non-génomique de I'AR. Une grande partie
de ces effets non-génomiques sont impliqués dans les phénoménes de plasticité
homéostatique dans le cerveau. Il est primordial de maintenir I'excitation et l'inhibition des
synapses dans un bon équilibre pour assurer la stabilité du réseau neuronal et conserver
une bonne efficacité de transmission synaptique. Toute modification qui fait pencher de
facon durable, la balance dans un sens ou dans l'autre conduit a la mise en place de
mécanismes compensatoires pour rééquilibrer cette balance, c’est ce qu’on appelle la
plasticité homéostatique, dans laquelle I'AR joue un réle majeur (Chen et al., 2014).

A titre d’'exemple, le RARa peut se trouver dans le cytoplasme et interagir, via son domaine
de liaison du ligand, avec 'ARNm de la sous-unité GluR1 du récepteur AMPA du glutamate,
ce qui 'empéche d’étre traduit. L’inhibition de cette traduction est levée par la liaison de 'AR
au RARa, et permet a GIuR1 d’étre exprimée beaucoup plus rapidement que si la
transcription de son géne avait di se produire (Aoto et al., 2008). De méme, Sarti et al.
montrent que I'AR est capable d’augmenter I'endocytose des récepteurs GABAa, ce qui a
pour conséquence de réduire linhibition de la transmission synaptique de neurones
hippocampiques de rat en culture, indépendamment de la présence d’un inhibiteur

transcriptionnel (Sarti et al., 2013).

En bref, la signalisation de la vitamine A et par extension, la signalisation de 'AR, module
la transcription de génes impliqués dans la mémoire, 'expression de récepteurs de multiples
neurotransmetteurs, régule les processus de plasticité synaptique, la neurogenése
hippocampique, et ainsi contribue au maintien des processus de mémoire dans le cerveau

adulte.
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Il. Le vieillissement cérébral
a) Le vieillissement général

La complexité et la multitude de facteurs qui interviennent dans les processus de
vieillissement rendent sa définition difficile. De nombreuses théories ont émergé depuis les
années 1960, jusqu’a celle de John Rowe et Robert Kahn qui proposent en 1987 qu’un
vieillissement « réussi » réunit les trois éléments suivants ; 'absence de maladie, le maintien
d’'une bonne condition physique et cognitive et une implication active dans la vie courante
(Rowe & Kahn, 1987; Cosco et al., 2017). Cependant, la frontiére entre le vieillissement sain
et le vieillissement pathologique est ténue et constitue plutét un continuum. En effet le
vieillissement par essence augmente le risque de développer diverses maladies (la Santé,
2016), notamment les maladies neurodégénératives (Hou et al., 2019). De Winter va méme
jusqu’a considérer que le vieillissement est une maladie en soi, en définissant celle-ci
comme un état dans lequel 'organisme rencontre des limitations de ses capacités et de son
fonctionnement par rapport a la normale (De Winter, 2015).

Toutefois, le vieillissement peut se définir comme I'ensemble des modifications
physiologiques que connait I'organisme tout au long de sa vie, conduisant au déclin lent et
progressif de toutes les fonctions et aboutissant a la mort. C’est un phénoméne normal qui
doit étre distingué de la manifestation de maladies (Rowe & Kahn, 1987). A mesure des
avancées de la recherche, les données obtenues a partir d’études transversales et
longitudinales ont permis d’assoir le concept de « vieillissement normal ». Ces études ont
permis de répertorier 'ensemble des changements se produisant au cours de la vie, comme
'augmentation du temps de réaction aprés I'age de 20 ans ou une baisse de la vue et de
'odorat aprés 40 ans (Carman, 1997; Dziechciaz & Filip, 2014).

Bien que complexe, la définition du vieillissement a I'échelle cellulaire fait intervenir un
processus nommeé sénescence réplicative.

Le terme « sénescence » référe a l'arrét définitif de la prolifération de cellules agées et/ou
endommagees (McHugh & Gil, 2018). La prolifération cellulaire est précédée par une étape
de réplication de 'ADN afin d’assurer la méme quantité de matériel génétique dans les
futures cellules filles. Les téloméres, plusieurs répétitions non codantes du motif TTAGGG
a l'extrémité des chromosomes (Aravinthan, 2015), assurent lintégrité et la stabilité de
'extrémité des chromosomes sous l'action d’enzymes appelées les télomérases (McLean
& Le Couteur, 2004; Aravinthan, 2015). Contrairement aux cellules germinales, I'activité des

télomérases est trés limitée voire absente au sein des cellules somatiques (Holt et al., 1997),
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ce qui a pour consequence de raccourcir les téloméres a chaque cycle cellulaire
(Aravinthan, 2015). A mesure qu’un individu vieillit, les cellules de son organisme se divisent
continuellement et voient leurs téloméres perdre de 50 a 200 paires de bases a chaque
division (McLean & Le Couteur, 2004). En-dega d'une taille critique, les télomeéres
n’assurent plus la stabilité des extrémités chromosomiques et induisent un arrét définitif du
cycle cellulaire, c’est ce que I'on appelle la sénescence réplicative.

Cependant, des déreglements qui se produisent au cours du vieilissement
physiologique peuvent également induire la sénescence cellulaire tels que des dommages
a ’ADN, le stress oxydatif, la dysfonction mitochondriale ou encore I'activation d’'oncogénes
(McLean & Le Couteur, 2004; Aravinthan, 2015). Les cellules sénescentes contribuent a la
perte de fonction générale de I'organisme car elles sont résistantes a I'apoptose (Marcotte
et al., 2004; Hampel et al., 2005), et s’accumulent de ce fait dans les tissus, réduisant ainsi
la capacité de régénération des tissus, en particulier lorsque la sénescence atteint des

cellules progénitrices. Ainsi, Kroemer et al. 2013 proposent neuf phénomeénes cellulaires et
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Figure 8 — Marqueurs cellulaires et moléculaires du vieillissement physiologique.

Instabilité génomique, usure des télomeres, altérations épigénétiques, perte de protéostasie, dérégulation
des senseurs nutritionnels, dysfonction mitochondriale, sénescence cellulaire, épuisement des cellules
souches et communication cellulaire perturbée. (Kroemer et al. 2013)
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moléculaires pour caractériser le vieillissement physiologique (Fig. 8). Pour cela, Kroemer
et son équipe se sont basés sur les phénoménes ayant été rapportés dans la littérature
comme appartenant aux processus de vieillissement non pathologique, et que 'aggravation
expérimentale de 'un de ces phénomeénes devrait accélérer le vieillissement, tandis que leur
atténuation devrait étre associée a un ralentissement du vieillissement (Lopez-Otin et al.,
2013).

b) Le déclin cognitif lié a I’age

Les effets du vieillissement sur le cerveau renvoient inévitablement au déclin lié a I'age
des fonctions cognitives. Les principales fonctions cognitives comprennent la mémoire, les
capacités d’attention, le langage ou encore les fonctions exécutives telles que le
raisonnement ou la planification (Harada et al., 2013). Non seulement ces fonctions ne sont
pas toutes affectées au méme rythme, mais I'dge d’apparition des premiers déficits varie
d’'une personne a l'autre (Mather et al., 2014; Carmona & Michan, 2016), ce qui introduit
une importante variabilité interindividuelle et empéche de fixer de fagon univoque I'age de
début du déclin cognitif lié a I'age (Salthouse, 2009). L’alimentation, le stress ou I'activité
physique sont des facteurs qui ont une incidence sur la vitesse du déclin cognitif notamment
au niveau de I'hippocampe (Jaroudi et al., 2017). Cette variabilité constitue I'un des
inconvénients majeurs des études transversales qui comparent les performances cognitives
de personnes n’ayant pas été soumises aux mémes facteurs de vieillissement au cours de
leur vie. Les études longitudinales montrent alors leur intérét puisqu’elles suivent I'évolution
de la fonction cognitive des mémes individus a différentes étapes de leur vie. Cependant,
elles présentent le défaut de re-tester plusieurs fois les performances des mémes sujets, ce
qui induit un biais de répétition pouvant masquer des altérations dues au vieillissement
(Salthouse, 2009). Tous ces éléments soulignent une fois de plus la difficulté a définir la
« normalité » du vieillissement.

D’un point de vue mécanistique, les éveénements cellulaires et moléculaires mentionnés
précédemment dans la figure 8 interviennent bien entendu au cours du vieillissement du
cerveau. Cependant, tout un pan de la recherche en neurosciences s’est attelé depuis des
décennies a caractériser les spécificités du vieillissement cérébral responsables de
I'affaiblissement des fonctions cognitives avec I'age, en particulier de la mémoire.

Au cours du vieillissement, le volume du cerveau diminue mais contrairement a une idée
préconcgue, cette réduction de volume n’est pas associée a une mort neuronale significative
(Burke & Barnes, 2006; Harada et al., 2013; Lupo et al., 2019). En revanche, le
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vieillissement cérébral met en cause une importante altération de la morphologie des
neurones et de leurs réseaux. Une diminution du nombre, de la densité et de la longueur
des épines dendritiques ainsi que le volume des dendrites, a été décrite chez ’'Homme, le
singe, la souris et le rat (Bohlen und Halbach et al., 2006; Burke & Barnes, 2006; Benavides-
Piccione et al., 2013; Coskren et al., 2015; Dumetz et al., 2019). De plus, il semblerait que
ce sont les axones des neurones sénescents qui dégénérent, et non leur corps cellulaire,
contribuant a diminuer le volume cérébral (Pannese, 2011). Les structures cérébrales qui
subissent une réduction notable au cours du vieillissement comprennent certaines zones du
cortex et I'hippocampe (Fjell et al., 2014). La diminution de volume de I'hippocampe se
produit a 'approche de la soixantaine d’années et se poursuit a mesure que 'age progresse
a raison de 0,8 a 2% de perte par an (Fjell et al., 2014). Ces perturbations morphologiques
s’accompagnent d’altérations fonctionnelles. L’excitabilité intrinséque des neurones de
I'hippocampe, c’est-a-dire la propension a générer un potentiel d’action en réponse a des
stimuli excitateurs, est modifiée par I'age chez les rongeurs (Dunn & Kaczorowski, 2019).
L’age induit également un remaniement de la configuration post-synaptique, avec une
baisse de la présence des récepteurs du glutamate (NMDA, AMPA), un affaiblissement de
I'expression des protéines de densité post-synaptique (PSD-95, synaptophysine, certaines
protéines de la famille SNARE), ce qui affecte I'efficacité de transmission synaptique.
L’induction de la LTP exige une plus forte stimulation, et le maintien dans le temps de cette
LTP est réduit avec I'age (Fan et al., 2017; Lester et al., 2017). Par ailleurs, une réduction
de la quantité de cellules prolifératives dans le gyrus denté, ainsi que des modifications liées
a I'age de la signalisation dans les niches neurogéniques, seraient également a l'origine
d’'un effondrement de la neurogenése hippocampique adulte (Spalding et al., 2013; Touyarot
et al.,, 2013; Kempermann, 2015; Fan et al.,, 2017). Toutefois, cet effondrement de la
neurogenése hippocampique avec I'age est remis en question chez ’Homme par les travaux
de Boldrini et al., qui indiquent que ce phénoméne est bien conservé dans le cerveau agé
(Boldrini et al., 2018).

Ainsi toute cette déstabilisation du fonctionnement de I'hippocampe vieillissant se répercute
irrémédiablement sur les mémoires qui en dépendent.

Notamment, la mémoire spatiale et la mémoire épisodique dépendent toutes deux de
I'hippocampe (Burke & Barnes, 2006; McCaffery et al., 2006; Moser et al., 2015; Fan et al.,
2017; Lisman et al., 2017).

La mémoire spatiale fait référence a la capacité a former et retenir une représentation

spatiale mentale. Elle repose notamment sur la symétrie entre les déplacements successifs
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de I'individu dans 'espace et I'activation séquentielle de neurones de I'hippocampe appelés
« cellules de lieu » (Moser et al., 2015; Lester et al., 2017). Autrement dit, la séquence
d’activation de ces cellules dans I'hippocampe suit le déplacement physique de l'individu
dans I'espace. Ces cellules de lieu sont présentes chez un grand nombre de mammiféres,
dont 'Homme et la souris, et coopérent avec d’autres types de neurones dans le but
d’intégrer les informations nécessaires a la formation d’une carte mentale et faciliter la
navigation spatiale (Lester et al., 2017). La préservation de cette mémoire est fondamentale
pour le maintien de I'indépendance des sujets.

La mémoire épisodique correspond schématiquement a la mémoire de I'expérience
personnelle, des souvenirs autobiographiques et retient les informations correspondant aux
« ou », « quoi » et « quand » (Harada et al., 2013; Tromp et al., 2015).

Ces deux types de mémoire sont altérées au cours du vieillissement normal (Rénnlund et
al., 2005; Lester et al., 2017).

lll. Effets du vieillissement cérébral sur la voie de signalisation des
rétinoides
Le rbéle fondamental de la signalisation de 'AR dans le maintien de la mémoire
hippocampique chez I'adulte d'une part, et le déséquilibre fonctionnel que connait
I'hippocampe au cours du vieillissement d’autre part, interrogent quant a I'état d’activité de
la voie de signalisation de 'AR dans le cerveau vieillissant.
En effet, un ensemble de données obtenues chez ’'Homme suggére un affaissement de
I'activité de la voie de signalisation de I'AR au cours du vieillissement physiologique. Ces
données (récapitulées dans le tableau 3) s’appuient notamment sur une diminution liée a
'age de la concentration sérique de rétinol ainsi que I'expression des récepteurs de I'AR
dans les cellules mononuclées du sang chez certains sujets (Succari, Garric, Ponteziere,
Miocque, & Cals, 1991a; Leotsinidis et al., 2000; Feart, Pallet, et al., 2005; Brtko et al.,
2007). La concentration circulante de rétinol étant bien régulée par le foie, une diminution
notable de sa concentration est un reflet de stocks hépatiques particulierement bas
(Tanumihardjo, 2011; 2014; Borel & Desmarchelier, 2017).
Par ailleurs, trois études rapportent une association positive entre la teneur sérique en
rétinol et une bonne fonction cognitive (Rinaldi et al., 2003; Zeng, Chen, et al., 2017; Huang
et al., 2018). Le continuum qui réside entre le vieillissement cérébral physiologique et

pathologique a conduit a la définition d’'un état intermédiaire surnommé le déclin cognitif
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léger ou Mild-Cognitive Impairment, MCI, en anglais (Jongsiriyanyong & Limpawattana,
2018). Les sujets dits MCI, présentent le plus souvent une plainte mnésique subjective et
objective, mais aucune atteinte mettant en péril 'accomplissement des taches de la vie
quotidienne (Vega & Newhouse, 2014). Toutefois, les performances des sujets MCI, lors de
tests cliniques d’évaluation de la fonction cognitive, les différencient des sujets n’ayant
aucune altération sans pour autant les assimiler aux sujets atteints de démence (Rinaldi et
al., 2003; Zeng, Chen, et al., 2017; Jongsiriyanyong & Limpawattana, 2018; Bourassa et al.,
2019).

Ainsi, Rinaldi et al. 2003 montrent que les sujets MCI ont des niveaux de rétinol plus faibles
que les sujets ayant une cognition normale (Rinaldi et al., 2003). Les données de Zeng et
al. 2017 et Huang et al. 2018 indiquent que ces niveaux circulants de rétinol sont
statistiquement corrélés a la fonction cognitive (Zeng, Chen, et al., 2017; Huang et al., 2018)
(Tableau 3).

Cependant, bien que la mesure du rétinol circulant soit largement utilisée pour déterminer
le statut en vitamine A chez ’'Homme, elle ne donne pas d’indication sur ce qui se produit
dans les neurones de I'hippocampe. Dans le cerveau du rongeur vieillissant, I'activité de la
voie de signalisation de I'AR est diminuée. De nombreuses études ont permis de mettre en
évidence la diminution de I'expression des récepteurs des rétinoides, mais aussi de
I'expression de leurs génes cibles tels que RC3 ou GAP43 (Enderlin, Pallet, et al., 1997;
Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001b; Feart,
Mingaud, et al., 2005; Mingaud et al., 2008) (Tableaux 4, 5 et 6). Cette hypoactivité
s’accompagne de déréglements fonctionnels et mnésiques du méme ordre que ceux décrits
dans la partie précédente c) le déclin cognitif lié a 'age. En particulier, le vieillissement chez
la souris et le rat implique moins de neurogenése, une efficacité de la LTP abaissée ou
encore une activation neuronale réduite en réponse a une stimulation mnésique ayant pour
conséquence de perturber les mémoires dépendantes de I'hippocampe (Etchamendy,
Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001a; Mingaud et al., 2008;
Touyarot et al., 2013). De plus, Kelly et al., ont montré que chez la souris partiellement KO
pour le récepteur Stra6, I'entrée du rétinol dans le cerveau diminuait avec I'age, et ce
d’autant plus chez les souris KO-complet (Kelly et al., 2016). Or, Stra6 possede un RARE
dans son promoteur (Laursen et al., 2015; Asson-Batres & Rochette-Egly, 2016) et est
exprimé au niveau de la barriére hémato-encéphalique, contribuant a I'entrée du rétinol dans
le cerveau (Amengual et al., 2014). En 2019, le lien entre le statut des rétinoides a la

périphérie et dans le cerveau a été éclairci. En effet, 'étude de Dumetz et al. 2019 révéle
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que le vieillissement abaisse les niveaux d’AR sérique et hippocampique, qui sont corrélés
'un a l'autre. De plus, la quantité d’AR et de rétinol présents dans le foie sont plus élevés
chez les rats 4gés comparativement aux jeunes adultes, et I'expression des enzymes
impliquées dans le stockage du rétinol, la synthése et la dégradation de 'AR sont
perturbées. Dans I'hippocampe, la quantité d’AR diminuée est concomitante avec une
altération de la morphologie dendritique des neurones chez les rats agés associée a de
mauvaises performances de mémoire de reconnaissance spatiale (Dumetz et al., 2019).
Ces études ont évalué le potentiel de traitements pharmacologiques a 'AR ou bien de
régime enrichi en vitamine A a corriger ces altérations liées a I'age. De fagon intéressante,
toutes ces études ont permis de restaurer une concentration de rétinol adéquate, une bonne
expression des récepteurs des rétinoides, mais aussi de leur génes cibles, une restauration
convenable de la plasticité synaptique et de la maturation des neurones issus de la
neurogénése hippocampique, mais aussi de leur morphologie et enfin les performances
mnésiques associées (Enderlin, Alfos, et al, 1997, Enderlin, Pallet, et al., 1997,
Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001b; Feart,
Mingaud, et al., 2005; Mingaud et al., 2008; Touyarot et al., 2013; Bonhomme, Pallet, et al.,
2014; Tachibana et al., 2016; Dumetz et al., 2019).

Ensemble, ces données vont dans le sens d’un affaissement de la voie des rétinoides au
cours du vieillissement qui serait un important contributeur au déclin cognitif lié¢ a I'age.
D’autant plus qu’un apport renforcé en vitamine A permet, chez I'animal 4gé, de corriger les
déréglements liés a I'age de la voie de signalisation de 'AR aux niveaux cellulaire,
fonctionnel et comportemental, ce qui démontre une fois de plus le réle fondamental de cette
voie dans le bon fonctionnement de la mémoire chez I'adulte. Ainsi, compte-tenu du risque
accru de développer des maladies neurodégénératives avec I'age (Hou et al., 2019), en
particulier les sujets MCI, pour lesquels le risque de démence est augmenté, il semble
crucial d’identifier les sujets a risque et de développer des stratégies permettant de freiner

la spirale du déclin cognitif lié a I'age.
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Tableau 4 — Récapitulatif des études ayant montré des améliorations fonctionnelles et comportementales suite
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C.La vitamine A dans la prévention de la maladie

d’Alzheimer

l. La maladie d’Alzheimer
a) Le déclin cognitif Iéger (MCI) : un état précurseur de la MA

Le déclin cognitif Iéger ou MCI, défini comme intermédiaire entre le déclin cognitif
normal et pathologique, est une période charniére pour le basculement dans la démence,
ou I'éventuel retour a une cognition normale. De nombreux facteurs liés a I'hygiéne de vie
ou a la santé générale des sujets influencent la vitesse de progression de cet état pré-
dément a la démence (Campbell et al., 2013; Jongsiriyanyong & Limpawattana, 2018). Des
sous-types de MCI ont été définis dans le but de mieux caractériser le risque de développer
une démence d'une part, et quel type de démence d’autre part (Campbell et al., 2013;
Petersen, 2016). En effet, le statut MCI conduit préférentiellement au développement de la
maladie d’Alzheimer (MA), mais peut aussi déboucher sur d’autres types de démences
(Campbell et al., 2013; Vega & Newhouse, 2014).

Plusieurs définitions des sous-types de MCI ont été proposées sur la base de I'observation
de biomarqueurs et du type de fonction cognitive altérée (Vega & Newhouse, 2014), mais
toutes s’accordent sur la cooccurrence des éléments suivants pour définir le statut MCI : (i)
une plainte cognitive subjective ; (ii) au moins une fonction cognitive altérée objectivement ;
(iii) le déroulement normal des activités de la vie quotidienne, en toute autonomie, (iv)
'absence de démence (Vega & Newhouse, 2014; Petersen, 2016).

L’atteinte de la mémoire du sujet MCI plutét qu'une autre fonction cognitive, fait de lui un
MCI dit amnésique, et est trés fortement liée au risque de développer la MA (Petersen, 2016;
Jongsiriyanyong & Limpawattana, 2018). Toutefois, pour confirmer une évolution
préférentielle vers la MA, le NIA-AA (National Institute on Aging and Alzheimer’s
Association) recommande de vérifier par la technique de I'imagerie par résonnance
magnétique (IRM) et de la tomographie par émission de positrons (PET), la présence de
biomarqueurs cérébraux caractéristiques de la MA (Vega & Newhouse, 2014; Jack et al.,
2018; Jongsiriyanyong & Limpawattana, 2018). Ces biomarqueurs comprennent une
atrophie des lobes temporaux médians, particulierement de I'hippocampe et une diminution
du métabolisme du glucose dans les zones temporo-pariétales du cerveau. La présence de
peptides amyloides-f3 (espéce AB42) et de la protéine tau totale et phosphorylée fibrillaire

peut aussi étre observée dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Karran et al., 2011; Vega
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& Newhouse, 2014; Jack et al., 2018) (Fig. 9). La présence d’'un ou plusieurs de ces
biomarqueurs est associée au risque de développer la MA. En effet, ces biomarqueurs de
la MA sont présents avant I'apparition des symptdomes cognitifs de la maladie (Bateman et
al., 2012). Selon le NIA-AA, il existe trois sous-types de MCI caractérisés par leur probabilité
élevée, moyenne ou faible d’étre di a la MA (Campbell et al., 2013; Vega & Newhouse,

Mild cognitive :
Cognitively normal impairment Dementia

) / ¥

) "
TLET P N Liads

Py

Amyloid PET

Figure 9 — Biomarqueurs de la MA selon 1’état de la fonction cognitive des sujets.
2014).

Ces biomarqueurs ont été obtenus par imagerie a résonnance magnétique (IRM) et par tomographie par
émission de positrons (PET) dans les cerveaux de personnes ayant une cognition normale (& gauche),
atteinte de déclin cognitif modéré (milieu) et atteinte de démence (a droite) (Petersen et al. 2016).

Cependant, lorsque la survenue d’un déclin cognitif précoce est suspectée chez un sujet, le
recours aux techniques d’imagerie pour en évaluer la sévérité n'est pas systématique.
L’assimilation a la catégorie MCI s’appuie alors sur des tests cliniques sous forme de
questionnaire qui permettent d’examiner les capacités cognitives des sujets dans différents
domaines (mémoire, attention, etc.) (Karran et al., 2011; Petersen, 2016). Il en existe une
dizaine, de complexité variable (Breton et al., 2019). Le plus couramment utilisé est le
MMSE (Mini Mental Status Examination), un questionnaire qui a été mis au point en 1975
(Ciesielska et al., 2016) et dont la précision a depuis été remise en question (Ciesielska et
al., 2016; Jongsiriyanyong & Limpawattana, 2018; Breton et al., 2019). Ainsi, d’autres tests

ont vu le jour, comme par exemple le MoCA (Montreal Cognitive Asessment) qui est similaire
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au MMSE, mais dont la sensibilité a été améliorée (Ciesielska et al., 2016; Breton et al.,
2019).

b) Diagnostic de la maladie d’Alzheimer

La MA est la cause de démence la plus répandue dans le monde ; parmi 47 millions de
personnes atteintes de démence, 24 millions sont des cas d’Alzheimer (Ballard et al., 2011;
Winblad et al., 2016; Jack et al., 2018; Knopman et al., 2018). Au vu de I'espérance de vie
qui s’allonge continuellement (GBD 2015 Mortality and Causes of Death Collaborators,
2016), la MA pourrait affecter 100 millions de personnes d’ici 2050 (Skaper, 2012). Cette
maladie neurodégénérative se manifeste par des atteintes prédominantes de la mémoire,
des troubles de I'humeur, une altération des fonctions exécutives ainsi qu’'une désorientation
importante (Skaper, 2012; Tromp et al, 2015; Hou et al., 2019). L'ensemble de ces
perturbations, qui apparaissent progressivement, conduit inexorablement a la perte
d’autonomie des patients. Le codt lié au diagnostic et a la prise en charge des patients est
considérable (Winblad et al., 2016).

Le diagnostic irréfutable et définitif de la MA ne peut se faire que post-mortem, avec
l'observation dans le cerveau des lésions histologiques caractéristques: les plaques
amyloides (pathologie amyloide) et les enchevétrements neurofibrillaires (pathologie tau)
(Tremblay et al., 2007; Ballard et al., 2011; Karran et al., 2011; Tremblay et al., 2017).
Toutefois, un diagnostic clinique « probable » peut étre posé du vivant du malade. Les tests
du MMSE et du MoCA, souvent utilisés, révélent la présence d’'une démence, avec des
scores obtenus faibles. lls peuvent alors étre complétés par des tests qui évaluent de fagon
beaucoup plus approfondie la sévérité de la démence d’un sujet. Le plus célébre d’entre
eux est ’ADAS-Cog (Alzheimer’s Disease Assessment Scale — Cognition) (Karran et al.,
2011; Webster et al., 2014), plus le score est élevé, plus la démence est sévére.

Ce diagnostic clinique peut étre conforté par 'observation par imagerie IRM ou PET des
biomarqueurs proposés par le NIA-AA (Jack et al., 2018; Knopman et al., 2018) dans le
cerveau des sujets soupgonneés d’étre atteints de la MA. En particulier, il a été mis en
évidence que des niveaux faibles d’ABs2 dans le LCR sont le signe d’'une accumulation plus
importante de ces peptides dans le parenchyme cérébral (Fagan et al., 2006; DeMarshall
et al., 2016).

Pour permettre un diagnostic de la MA qui soit précoce, fiable, non invasif et moins onéreux
que les options actuelles, le corps de la recherche sur la MA tente de trouver des

biomarqueurs complémentaires. L’identification de biomarqueurs plasmatiques serait une
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bonne stratégie (Hampel et al., 2018; Zetterberg & Schott, 2019). DeMarshall et al., ont
obtenu des résultats prometteurs. En effet, ils ont pu discriminer avec une haute sensibilité,
les auto-anticorps présents dans le sérum de sujets contréles, MCI et Alzheimer, suggérant
qu’il existe une signature dans les auto-anticorps produits selon I'état d’avancement du
déclin cognitif (DeMarshall et al., 2016). Les auto-anticorps sont naturellement produits par
'organisme et ciblent les antigénes du soi qui nuisent a ’homéostasie de I'organisme (par
exemple, les marqueurs cellulaires de sénescence) (Nagele et al., 2013).

La mesure des peptides AB dans le plasma en guise de biomarqueur est également
prometteuse (Schindler et al., 2019), mais la corrélation avec les peptides cérébraux est

soumise a controverse (Reitz et al., 2011).

c) La neuropathologie caractéristique de la maladie d’Alzheimer

L’étiologie de la MA est mal connue, mais elle est caractérisée par une perte neuronale et
synaptique importante ainsi que la présence cérébrale des plaques amyloides et des
enchevétrements neurofibrillaires (Skaper, 2012; Carrillo-Mora et al., 2014; Silva et al.,
2019).

Les plagues amyloides se forment consécutivement a I'agrégation extracellulaire du peptide
amyloide beta (AB) issu du clivage de la protéine précurseur de I'amyloide (APP, Amyloid
Precursor Protein). L’APP, enchassée dans la membrane plasmique des neurones, peut
entrer dans deux voies de transformation distinctes, la voie non-amyloidogénique et la voie
amyloidogénique. Dans la voie non-amyloidogénique, 'APP est clivée par la a-secrétase
(ou ADAM10) donnant naissance au fragment appelé sAPPa (Querfurth & LaFerla, 2010).
Les fonctions connues de ce fragment incluent des effets neuroprotecteurs, neurotrophiques
et de maintien des processus sous-tendant la mémoire (Muller et al., 2017; Lopez Sanchez
et al., 2019). Dans la voie amyloidogénique, 'APP subit deux clivages consécutifs par la 3-
secrétase (ou BACE1) puis la y-secrétase, conduisant a la libération dans le milieu
extracellulaire du peptide AB, qui présente un fort pouvoir d’agrégation. Ces deux types de
transformation de I'APP se produisent naturellement dans le cerveau et se trouvent dans un
équilibre qui favorise la voie non-amyloidogénique, en conditions physiologiques (Agostinho
etal., 2015; Coronel et al., 2019). Cet équilibre est maintenu notamment grace a un systéme
de clairance et de dégradation des peptides AB, dont les principaux acteurs sont la
néprilysine, I'IDE (Insulin Degrading Enzyme) ou l'apolipoprotéine E (ApoE) (Saido &
Leissring, 2012; Tarasoff-Conway et al., 2015) (Fig. 10).
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Figure 10 — Les voies de transformation de I’ APP.

L’ APP entre préférentiellement dans la voie non-amyloidogénique en conditions physiologiques, mais au
cours du vieillissement, la voie amyloidogénique prend le dessus et conduit a une accumulation excessive
de peptides AP qui s’agrégent jusqu’a former les plaques amyloides caractéristiques de la maladie
d’Alzheimer.

Il existe plus de 18 espéces de peptides AR différant par leur taille, qui est déterminée selon
le site de clivage de la y-secrétase (Kaminsky et al., 2010). Toutefois, deux peptides sont
trés largement majoritaires ; I'’AB4o et I'AB42 (Plant et al., 2003; Tarasoff-Conway et al., 2015),
composés de 40 et 42 acides aminés respectivement. |l est a noter que c’est bien
'accumulation excessive de ces peptides qui est en cause dans la MA. Leur production est
normale, ils possédent des propriétés antioxydantes et exercent des effets bénéfiques sur
la plasticité synaptique, la viabilité des neurones ou encore leur excitabilité (Zou et al., 2002;
Plant et al., 2003; Esteban, 2004; Plant et al., 2006; Abramov et al., 2009). Cependant, la
toxicité de ces peptides intervient dés lors que leur concentration devient trop élevée (Zou
et al., 2002; Puzzo et al., 2008) mais dépend aussi de leur état d’agrégation, les formes
monomeériques étant les moins toxiques (Zou et al., 2002; Lesne, 2014; Coronel et al., 2019).
Ces peptides, en s’agrégeant, forment des oligomeéres, puis des fibrilles, jusqu’a devenir les
plagues amyloides (Hou et al., 2019). Dans la pathologie de type Alzheimer, non seulement
la production de ces peptides est excessive, mais leur élimination semble également

défaillante (Mawuenyega et al., 2010; Tarasoff-Conway et al., 2015).
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Les enchevétrements neurofibrillaires sont la conséquence de la phosphorylation excessive
et anormale de la protéine tau.

En conditions physiologiques, la fonction majeure de la protéine tau est de stabiliser les
microtubules, surtout dans les axones des neurones (Skaper, 2012). Cette fonction est
régulée par des modifications post-traductionnelles dont la principale est la phosphorylation
(Martin et al., 2011; Medina et al., 2016). Plus de 80 sites de phosphorylation de la protéine
tau ont été identifiés, et il est bien admis que la phosphorylation induit la perte d’affinité de
tau pour les microtubules dont la stabilité n’est plus assurée (Martin et al., 2011; Skaper,
2012). Ainsi, ces processus dynamiques de phosphorylation / déphosphorylation de tau, qui
déstabilisent / stabilisent les microtubules des neurones, permettent une bonne fonction
synaptique, notamment en facilitant la libération de produits synaptiques (Medina et al.,
2016; Regan et al., 2017).

En conditions pathologiques, dont les causes n'ont pas été élucidées, la protéine tau subit
une augmentation importante du nombre de phosphorylations d’'une part, sur des sites
anormaux d’autre part. L’hyperphosphorylation de tau impliquée dans la MA fait référence
a la fois au fait que la protéine contient plus de sites phosphorylés, et a 'augmentation de
la quantité de protéines tau phosphorylées (Martin et al., 2011). En plus de la perte de
stabilité des microtubules, la protéine tau ainsi hyperphosphorylée, s’agrége a son tour et
forme des fibrilles hélicoidales dont [I'accumulation forme les enchevétrements
neurofibrillaires dans le compartiment intracellulaire (Ballard et al., 2011) (Fig. 11).
L’hypothése qui prédomine pour expliquer cette perte de contrble de la phosphorylation de
tau propose l'apparition d’'un déséquilibre entre les kinases et les phosphatases de tau
(Martin et al., 2011; Skaper, 2012). Notamment, I'expression et I'activité des principales
kinases de tau, comme par exemple GSK3B, CDK5, DYRK1A ou encore p38, ont été
rapportées comme étant perturbées dans des cerveaux de patients Alzheimer (Martin et al.,
2011). La protéine tau est impliquée dans d’autres pathologies, mais son accumulation sous
forme d’enchevétrements neurofibrillaires dans les neurones est une caractéristique de la
MA (Skaper, 2012).

Dans le cerveau, le cortex et I'hippocampe sont des structures particulierement affectées
par la neuropathologie type Alzheimer (Tremblay et al., 2007; Fjell et al., 2014; Kwiatek-
Majkusiak et al., 2015). L’accumulation progressive des oligoméres d’AB et des agrégats de
protéine tau phosphorylée induisent une perte neuronale et synaptique significative qui

altére les transmissions cholinergique, sérotoninergique, noradrénergique et
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dopaminergique (Reitz et al., 2011; Carrillo-Mora et al., 2014; Hou et al., 2019; Silva et al.,
2019) et participe activement a 'atrophie cérébrale, en particulier de I'hippocampe (Dhikav
& Anand, 2011).

Conditions physiologiques Conditions pathologiques

Phosphorylation 1 Enchevétrements

Protéine tau neurofibrillaires

Hyperphus:phorylation X
Microtubules — > A

Accumulation
Agrégation C0
Oligomeres de tau
Milieu intracellulaire phosphorylée

Axone de neurone
Figure 11 — Les enchevétrements neurofibrillaires.

Leur formation est due a une hyperphosphorylation de la protéine tau sur des sites anormaux. La protéine
tau perd alors son affinité pour les microtubules qui se déstabilisent. La protéine tau hyperphosphorylée
forme des agrégats qui conduisent a la formation des enchevétrements neurofibrillaires.

d) Facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer et traitements disponibles

Les facteurs de risque de développer la MA ont été classifiés selon leur caractére modifiable
ou non.

Les facteurs non-modifiables comprennent I'age, le sexe ainsi que des déterminants
geéneétiques. La MA est une maladie de la vieillesse et ne se déclare pas avant la soixantaine
d’'années (Carrillo-Mora et al., 2014; Agostinho et al., 2015; Winblad et al., 2016; Hou et al.,
2019). Le risque de développer la MA est augmenté par le sexe, en effet, la prévalence de
la MA est plus élevée chez les femmes (GBD 2016 Dementia Collaborators, 2019; Hou et
al., 2019) (Fig. 12).

En outre, des mutations autosomiques dominantes dans les génes codant pour 'APP et
les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2), qui sont les sous-unités catalytiques de la y-secrétase
(Carrillo-Mora et al., 2014), sont responsables de la forme familiale héréditaire de la MA qui
se manifeste vers I'age de 60 ans (Silva et al., 2019). Le fait d’étre porteur de ces mutations
est associé a une probabilité supérieure a 85% d’étre atteint de la MA (Reitz et al., 2011).
Cependant, la forme familiale est responsable de moins de 5% des cas d’Alzheimer, les
95% restants étant dus a la forme sporadique qui se déclare plutét aprés 65 ans (Agostinho
etal., 2015; Silva et al., 2019). Le facteur de risque génétique le plus fortement mis en cause

dans la forme sporadique de la MA est le géne codant pour I'apoE, en particulier l'alléle €4.
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Figure 12 — Prévalence mondiale de la maladie d’ Alzheimer selon 1’4ge et le sexe.

La prévalence est exprimée en pourcentage de la population atteint par la maladie en 2016, entouré de son
intervalle de confiance a 95%. La courbe des femmes est bleue, la courbe des hommes est rouge (GBD
2016 Dementia Collaborators, 2019).

L’homozygotie pour cet alléle augmente d’un facteur 12 le risque de développer la MA (Silva
et al., 2019). De méme, la susceptibilité de déclarer la MA est accrue avec le cumul de
I'hétérozygotie €4/€2 et du sexe féminin (Farrer et al., 1997). Beaucoup d’autres mutations
génétiques ont été mises en lien avec la susceptibilité de développer la MA, y compris le
récepteur des cestrogénes (Scheltens et al., 2016; A Armstrong, 2019).

Il existe également un trés grand nombre de facteurs de risque modifiables. Les maladies
cardiovasculaires, le stress, le niveau d’éducation, la sédentarité, le tabagisme, le diabéte
de type 2 ou encore une mauvaise alimentation sont favorables au développement de la
MA (Winblad et al., 2016; A Armstrong, 2019; Silva et al., 2019). La malnutrition en
particulier, n’est pas peu commune parmi les personnes agées. Elles sont souvent victimes
d’anorexie et/ou de dysphagies pouvant induire un état de dénutrition (Visvanathan &
Chapman, 2009; Sura et al., 2012; Willis, 2017) qui contribuerait au développement des
enchevétrements neurofibrillaires (A Armstrong, 2019).

Les options thérapeutiques actuellement disponibles sur le marché sont d’'une efficacité
limitée et purement symptomatique (Tariot & Federoff, 2003; Tayeb et al., 2012). Seules

quatre molécules possédent une autorisation de mise sur le marché : le donézépil, la

41



galantamine, la rivastigmine et la mémantine (Graham et al., 2017). Le donézépil, la
galantamine et la rivastigmine sont des inhibiteurs de cholinestérase qui sont prescrits dans
les phases les moins avancées de la maladie (MA modérée). En effet, leur administration a
pour but de freiner la chute d’acétylcholine qui survient a mesure que la maladie progresse
(Tayeb et al., 2012). La mémantine est un antagoniste non compétitif du récepteur NMDA
qui permet de neutraliser les effets excitotoxiques consécutifs a la libération excessive de
glutamate (Tariot & Federoff, 2003; Tayeb et al., 2012). Aucun de ces traitements n’est
capable d’empécher ni de ralentir les dommages neuronaux observés dans la MA,
responsables des symptomes cognitifs (Alzheimer's Association, 2016). Cependant, les
compagnies pharmaceutiques cherchent en permanence a mettre au point de nouvelles
molécules thérapeutiques qui arrivent jusqu’en phase clinique Il ou Ill, mais ne parviennent
pas a aller au-dela. Parmi ces molécules se trouvent des inhibiteurs de 3- et y-secrétase,
mais sont également a I'essai des immunothérapies dont I'objectif est d’'injecter des
anticorps dirigés contre les peptides amyloides (le Solanezumab par exemple), dans le but
d’améliorer la clairance des peptides AR et des oligoméres de Tau (Tayeb et al., 2012;
Graham et al., 2017; Vina & Sanz-Ros, 2018).

Compte tenu des facteurs de risque et de l'inefficacité des traitements actuels, il n’est pas

surprenant que le nombre de patients atteints de la MA ne cesse de croitre.

e) Modéles animaux de la MA

La reproduction de la pathologie Alzheimer chez I'animal est depuis longtemps un défi
technique pour la recherche sur la MA et représente un outil indispensable. Ainsi, plusieurs

modeles de la MA ont vu le jour au cours des derniéres décennies.

MODELES TRANSGENIQUES

La manipulation de génes impliqués dans la genése des marqueurs de la MA est 'une

des stratégies les plus largement utilisées pour modéliser la MA chez I'animal. De nombreux
animaux ont permis de mettre en ceuvre des modéles de la MA, tels que le rat ou certains
invertébrés comme la drosophile (Drosophila melanogaster) ou le ver Caenorhabditis
elegans, mais la majorité des modéles a été mise au point chez la souris (Hsiao et al., 1996;
Elder et al., 2010; Hou et al., 2019). Les souris transgéniques sont de loin les plus utilisées,
elles expriment des mutations humaines de la protéine APP seule (souris APP23, souris

Tg2576 ou souris PDAPP), ou combinées aux présénilines humaines mutées (souris
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APP/PS1, souris 5xFAD) (pour revue : (Elder et al., 2010; Bilkei-Gorzo, 2014; Webster et
al., 2014)). Toutes ces souris sont de ce fait des modéles de la forme familiale de la MA. I
n’existe pas, a ce jour, de modeéle de la forme sporadique (Foidl & Humpel, 2020).

Des souris exprimant des formes mutées de la protéine tau ont également été créées.
Cependant, a ce jour, aucune mutation de tau n’a été identifiée dans Alzheimer (Martin et
al., 2011; Igbal et al., 2016), contrairement a d’autres pathologies neurodégénératives qui
impliquent 'agrégation de tau telles que la démence fronto-temporale ou la maladie de Pick
(Gotz et al., 2007). Ainsi, le fait de considérer comme modéles d’Alzheimer des souris

transgéniques exprimant une protéine tau mutée peut étre remis en cause.

La souris 3xTg-AD

Le premier modéle a avoir permis la concomitance des pathologies amyloide et tau, est
la souris triple-transgénique 3xTg-AD mise au point par Oddo et al. en 2003. Ce modéle a
été obtenu par l'insertion de deux transgénes humains ; 'APP humaine portant la mutation
Swedish, et la protéine tau humaine mutée (P301L) dans des embryons de souris
homozygotes knock-in de la préséniline 1 mutée (PS1wmi146v). LAPPsue et Taupsoi sont sous
le contrdle du promoteur murin Thy 1.2 qui permet une expression neuronale de ces
transgénes, tandis que la forme mutée de PS1 est sous le contrdle du promoteur murin de
la PS1 (Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003). Le développement des Iésions
caractéristiques de la MA se produit ainsi progressivement au cours du vieillissement de la
souris (Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003; Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003).
Ainsi, chez ce modele, la neuropathologie Alzheimer suit une dynamique spatio-temporelle
cérébrale trés similaire a celle observée chez les patients (Tremblay et al., 2007; St-Amour
et al., 2014; Vandal et al., 2014; Graham et al., 2017). De plus, cette souris développe des
altérations de la mémoire de reconnaissance, de la mémoire de travail et de la mémoire
spatiale (Filali et al., 2012; Arsenault et al., 2013; St-Amour et al., 2014; Webster et al.,
2014). Pour toutes ces raisons, le modéle de souris 3xTg-AD est un modéle de choix dans

I'étude de la pathogenése de la MA.

MODELES D’INJECTION INTRACRANIENNE DE PEPTIDES AMYLOIDES

Une stratégie alternative a la transgénése a émergé aprés que le lien entre déclin

cognitif et formes solubles de peptides AR a été mis en lumiére : I'injection intracérébrale de
peptides amyloides (Chambon et al., 2011). Contrairement aux modéles transgéniques,
I'évaluation des atteintes cellulaires, fonctionnelles et comportementales est précoce et peut

se faire dans des délais beaucoup plus courts. De plus, les colits sont moins élevés que
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I'établissement d’une lignée d’animaux transgéniques (Chambon et al., 2011; Goétz et al.,
2018). Les injections stéréotaxiques se font généralement dans les ventricules cérébraux
ou bien dans I'hippocampe, mais peuvent étre réalisées dans d’autres structures cérébrales.
Les peptides les plus couramment injectés sont les ABao, AB42 et ABzs.3s (Chambon et al.,
2011). Le peptide AB2s.35 est un fragment de 11 acides aminés commun aux peptides AB4o
et AB42, qui conserve leur toxicité, et correspondrait de ce fait a la zone active des peptides
AB (Kaminsky et al., 2010; Millucci et al., 2010). Le fragment 25-35 aurait été retrouvé dans

des cerveaux de patients Alzheimer (Kubo et al., 2002; Millucci et al., 2010).

Injection intra-cérébro-ventriculaire (i.c.v) de peptides AB2s.35

La particularité de ce peptide tient a sa capacité a s’agréger trés rapidement in vitro et
a induire des effets neurotoxiques en réduisant la viabilité des neurones (Pike et al., 1993;
1995). In vivo, I'injection aigue de I'AB2s-35 dans les ventricules cérébraux permet sa diffusion
dans tout le cerveau, et notamment dans I'hippocampe, ou il est encore détecté trois
semaines aprés avoir été injecté chez le rat. L’injection de ce peptide induit un
comportement de type anxieux, associé a une augmentation de la libération de 'hormone
de stress, la corticostérone. Elle conduit également a une neuroinflammation importante,
une augmentation de la phosphorylation de tau, de I'expression de 'APP et de son clivage
amyloidogénique par la [(-sécrétase, associées a des perturbations de mémoires
hippocampe-dépendantes (Zussy et al., 2011; 2013). Chez la souris jeune adulte, I'injection
ventriculaire de peptides AB2s3s stimule fortement la production de peptides amyloides
endogénes et de 'APP (Chavant et al., 2010; Meunier et al., 2013). Elle perturbe également
la plasticité synaptique et la neurogenése hippocampique (Maurice, Lockhart, Su, et al.,
1996; Isono et al., 2013; Wang, Chen, Li, et al., 2015) et est associée a des altérations de
la mémoire de travail, de la mémoire de reconnaissance et de la mémoire spatiale (Maurice,
Lockhart, & Privat, 1996; Maurice, Lockhart, Su, et al., 1996; Chavant et al., 2010; Isono et
al., 2013; Meunier et al., 2013; Wang, Chen, Li, et al., 2015).
Ainsi, le modéle d’injection 1.C.V de peptides AB2s.3s permet de reproduire les atteintes
précoces de la pathologie Alzheimer, grace a une injection intracranienne unique, ce qui
rend ce modéle disponible trés rapidement. De plus, ces atteintes sont obtenues chez des
animaux adultes, pas nécessairement agés, et permet donc une évaluation des
conséquences directement liées au peptide injecté, et donc de s’affranchir des

déréglements liés a I'age.
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Il. La vitamine A dans la prévention de la maladie d’Alzheimer
a) La signalisation de I’AR dans la pathogenése de la maladie d’Alzheimer

Le vieillissement affaiblit I'activité de la voie de signalisation de 'AR, ce qui ébranle les
mécanismes qui sous-tendent les processus de mémoire et contribue au déclin cognitif lié
al'age (Partie B. lll.). Or, le premier facteur de risque de développer la MA est 'age avancé
(Winblad et al., 2016).

Une étude menée par Goodman et Pardee en 2003 a mis en évidence que des
marqueurs génétiques associés a la forme sporadique de la MA sont situés a des loci
chromosomiques génétiquement liés a des génes codant pour des récepteurs de I'AR, de
protéines de transport ou de métabolisation des rétinoides (Goodman & Pardee, 2003). En
d’autres termes, des polymorphismes de génes impliqués dans le métabolisme de la
vitamine A sont physiquement trés proches de marqueurs génétiques de la MA.

Or, une diminution de la concentration sérique de vitamine A a été rapportée chez des
patients Alzheimer (Bourdel-Marchasson et al., 2001; Rinaldi et al., 2003; Lopes da Silva et
al., 2014). De méme, des mesures effectuées post-mortem dans des cerveaux de patients
révélent une diminution de I'expression des récepteurs RARs et de 'enzyme de synthése
de I'AR (RALDH) dans le cortex et dans les vaisseaux des méninges (Corcoran et al., 2004),
ainsi qu’'une baisse de I'expression de la protéine de transport du rétinol (RBP) dans le LCR
(Jung et al., 2008). Ces observations concordent donc avec I'hypothése d’un affaiblissement
de l'activité de la voie de signalisation de I'AR chez les malades d’Alzheimer.

De facon intéressante, la carence en vitamine A chez le rongeur induit des altérations
comparables a ce qui est observé dans la pathologie caractéristique de la MA. Corcoran et
al. 2004 montrent qu’un an de carence en vitamine A conduit a 'accumulation de dépéts
amyloides dans le cerveau antérieur chez le rat, alors que six mois suffisent a diminuer
I'expression de RARa et de la RALDH (Corcoran et al., 2004). Dans une autre étude, la
carence en vitamine A chez le rat induit des modifications anatomiques comparables a ce
qui est observé dans les maladies neurodégénératives, telles qu'une atrophie du volume

cérébral associée a une augmentation du volume des ventricules (Ghenimi et al., 2009).

Afin d’évaluer les conséquences d’une subcarence en vitamine A périnatale chez I'adulte,
Zeng et al. 2017 ont étudié la neuropathologie de souris APP/PS1 adultes ayant été
soumises a une subcarence in utero et/ou post-natale. Leurs travaux montrent que
I'exposition a la subcarence de la vie périnatale jusqu’a I'age adulte (régime alimentaire a

0,4 Ul/g de vitamine A) accentue la pathologie amyloide : les animaux subcarencés
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présentaient une augmentation de la production de peptides amyloides et de I'expression
de BACE1 et APP ainsi qu’'une diminution de I'expression d’ADAM10 par rapport aux
contrOles. La subcarence a également significativement détérioré leurs performances de
mémoire a 'age adulte (Zeng, Chen, et al., 2017). De plus, le fait d’exposer uniquement la
meére a la subcarence suffit a induire cette aggravation, méme si la progéniture n’y est pas
elle-méme exposée. Enfin, 'administration aigue d’une dose de vitamine A par gavage
restaure tous les paramétres au niveau des souris sous régime contrdle, et ce d’autant plus
efficacement que cet apport est proche de la naissance (Zeng, Chen, et al., 2017). De fagon
similaire, I'exposition a un régime subcarencé (0,4 Ul/g) de la vie périnatale jusqu’a la vie
adulte aggrave les effets délétéres de I'injection intra-hippocampique de peptides A4z sur
les capacités d’apprentissage et de mémoire de rats adultes dans le paradigme de la piscine
de Morris. De plus, dans I'’hippocampe de ces rats, I'expression des récepteurs de I'AR était
tres fortement corrélée a I'expression ADAM10 et IDE (Zeng, Li, et al., 2017). A linverse,
les travaux de Goncalves et al. 2013 montrent que la présence de peptides amyloides dans
le milieu de culture de microglies interrompt complétement la production d’AR par ces
cellules (Goncalves et al., 2013), ce qui laisse supposer un cercle vicieux entre la présence

de peptides amyloides et la synthése d’AR.

Parallelement, les niveaux de rétinol sanguin chez des sujets 4gés ont été corrélés a I'état
de leur fonction cognitive. L’étude de Huang et al. 2018 révéle que les sujets MCI ont des
niveaux circulants de rétinol significativement inférieurs a ceux de sujets ayant une cognition
normale. De plus, cette concentration sanguine de vitamine A corréle significativement
(p<0.01) avec toutes les fonctions cognitives mesurées chez les 1754 sujets : fonctions
visuelles et exécutives, la capacité a nommer, [l'attention, le langage, la capacité
d’abstraction, la mémoire et le rappel différé et enfin le score obtenu au MoCA (Huang et
al., 2018).

Dans I'étude de Zeng et al. 2017, le rétinol circulant est d’autant plus diminué que les sujets
agés sont atteints de déclin cognitif Iéger a modéré par rapport a ceux dont la fonction
cognitive est normale. Ici encore, cette concentration corréle avec tous les tests cognitifs
ayant été réalisés, évaluant la fonction cognitive, la sévérité d’'une démence potentielle et le
bon maintien de I'autonomie dans les activités de la vie quotidienne (ADAS-Cog, ADL,
MMSE, IADL) (Zeng, Chen, et al., 2017).

Ainsi 'ensemble de ces données suggére fortement que l'altération de la signalisation de

I'AR pourrait contribuer au développement de la pathologie de type Alzheimer.
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b) Les rétinoides : piste thérapeutique de la maladie d’Alzheimer

Avec I'émergence des arguments en faveur d’une altération de la voie des rétinoides dans
le développement de la MA, et face a l'urgence de développer des stratégies
thérapeutiques, de nombreuses études ont testé les effets de rétinoides naturels ou de
synthése sur la neuropathologie Alzheimer de différents modéles (pour revue : (Lee et al.,
2009; Sodhi & Singh, 2014; Chakrabarti et al., 2016)). L'utilisation de ces molécules, in vitro
et in vivo, a montré de nombreux effets bénéfiques (Tableau 7) de stimulation de la voie
non-amyloidogénique et d’inhibition de la voie amyloidogénique de transformation de 'APP
(Tippmann et al., 2009; Jarvis et al., 2010; Holthoewer et al., 2012; Wang, Chen, Liu, et al.,
2015). Elle a également permis de diminuer 'accumulation des peptides amyloides et des
plaques associées (Ding et al., 2008; Tippmann et al., 2009; Jarvis et al., 2010; Cramer et
al., 2012; Lerner et al., 2012; Behairi et al., 2016; Casali et al., 2018) ainsi que la
neuroinflammation qui leur est due (Ding et al., 2008; Goncalves et al., 2013; Behairi et al.,
2016; Takamura et al., 2017; Casali et al., 2018). L’emploi des rétinoides améliore la
clairance des peptides (Cramer et al., 2012; Bachmeier et al., 2013; Goncalves et al., 2013)
et réduit la phosphorylation de la protéine tau (Ding et al., 2008; Goncalves et al., 2013).
Enfin, plusieurs études rapportent une amélioration des capacités de mémoire dans
différents paradigmes consécutivement au traitement rétinoide regu (Ding et al., 2008;
Cramer et al., 2012; Lerner et al., 2012; Goncalves et al., 2013; Behairi et al., 2016; Casali
et al., 2018) (Tableau 7). Or, toutes ces études ont utilisé des dérivés de 'AR, et non pas
de la vitamine A.

Trois études cliniques impliquant I'utilisation de rétinoides ont été menées chez des sujets
atteints d’Alzheimer. Endres ef al. 2014 ont administré 30 mg d’acitrétine (ligand des RARS)
par jour sous forme de capsules a 11 patients Alzheimer (ou bien un placebo, n=11) pendant
quatre semaines dans une étude en double-aveugle. Ce traitement n’a pas eu d’effet sur la
quantité de peptides AP, de protéine tau totale, ni de la protéine tau phosphorylée
retrouvée dans le LCR des patients. De méme, I'acitrétine n’a pas été capable d’améliorer
le score obtenu au MMSE a l'issue du traitement. Ceci peut étre di a la courte durée du
traitement et au petit nombre de patients inclus. Toutefois, 'administration d’acitrétine a
permis d’augmenter la quantité de fragments sAPPa dans le LCR, traduisant le clivage non-
amyloidogénique de 'APP (Endres et al., 2014). Dans une autre étude en double-aveugle
avec placebo (n=20 sujets), Cummings et al. 2016 ont observé qu’une dose croissante de

Bexaroténe (agoniste des RXRs) pendant quatre semaines améliorait la clairance cérébrale
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des peptides AB42 (diminution dans le cortex, augmentation dans le plasma) uniquement
chez les patients non-porteurs de I'alléle €4 de I'apoE. De méme, seuls les non-porteurs de
cet allele ont amélioré leur score obtenu au MMSE suite au traitement. Enfin, une étude
débutée au Japon en 2010 teste les effets de 4 mg de tamibaroténe (agoniste des RARSs)
sur la neuropathologie Alzheimer et I'évolution de la fonction cognitive aprés 12 et 24
semaines de traitement chez 50 sujets. Cette étude n’a pas encore publié ses résultats
(NCT01120002).
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ETUDES AYANT UTILISE DES RETINOIDES CHEZ DES MODELES DE LA MALADIE D’ALZHEIMER (non exhaustif)

(Cy

Modeéle Retm(_nde Mode d’administration Conséquences sur les acteurs de la neuropathologie Conséquences Référence
(agoniste) comportementales
Cortex / Hippocampe :

. iP (20 mg/kg), 1 Volume et nombres de plaques amyloides .
Souris Tg APP/PS1 AR 3 x /sem. (8 sem.) 4 Phosphorylation de tau 1t Mémoire spatiale Ding
(Méles) 5 X _ . et al. 2008

4 Neuroinflammation (activation astrocytaire et
microgliale)
* AR (RARs)
« TTINPB
ziliufsr i:ZA;“ P (RARs) t Ratio SAPPa/sAPPB
exprime swe AR-9-cis In vitro + Expression ADAM10
Cellules SH-SY5Y (RXRs) )
« Acitrétine _ Tippman
(RARSs) et al. 2009
Injection intra- .
Souris APP/PS1 Acitrétine hippocampique I ';:":i’ di'i\?’/s:;':ﬁe i
(Males) (RARs) (100 mM) Pl 40
Euthanasie 48h apres. | ¥ Peptides AB,, dans le cortex
AR (RAR {4 Accumulation d’AB intra- et extracellulaire
Neurones corticaux : ( s) In vitro 1 Expression dADAM10
(souris NIH Swiss) + AMS80 1 Survie neuronale
(RARa) Par les agonistes RARa
« BMS194753 Jarvis
(RARa) P (1 mgkg) 1 Fragment sAPPa dans le cortex (iP) - et al. 2010
T : f&g&? o0 t Expression ADAM10 dans le cortex (iP)
I . o
(Males) . CD437 Gavage (3,6 mglkg) 1 Pept!des AB4 dans le cortex (!P et gavage)
(RARY) (tous les 3 jours/4mois) 4 Peptides AB,, dans le cortex (iP et gavage)
Par les agonistes RARa
4 Nombre et volume des plagues amyloides (cortex et
Souris Tg APP/PS1 Bexaroténe | Gavage (100 mg/kg/jour)|  hippocampe) + Mémoire spatiale Cramer
(sexe non précisé) (RXRs) (3, 7 ou 14 jours) 4 Peptides AB4o et ABs2dans le liquide interstitiel et al. 2012
cérébral
Souris 3xTg-AD iP (20 mg/kg), " P . Lerner
(sexe non précisé) AR tous les 2 jours/ 8 sem. + Marquage AB positif T Mémoire spatiale et al. 2012
1 (Synthése d’AR par ajout d’AB)
L 4 Neuroinflammation (TNF-a)
Culture primaire de In vits tE ion ApoE _
microglie murine « AMS580 e xp-ress on Apo
(RARa) 1 CIarance des AB‘ )
. CD2019 1 Activité de la néprilysine et d'IDE Goncalves

) (RARB) . 1 Mémoire de travail etal. 2013

Souris Tg 2576 . CD437 4 Nombre de plagues amyloides (cortex et i Cormportement
'sexe non précisé, . hippocam
( p ) (RARY) iP (1 mg/kg) PP pe) anxieux
Souris Tg 3 x/ sem. (3 mois)
APPswe/TaupsoiL 4 Phosphorylation de tau -
(sexe non précisé)
Souris C57BL/6 (Méles):
Injection d’ AB42 humains Bexaroténe Injection unique : Bachmeier
(caudé/putamen du (RXRs) (iP, 20 mglkg) 1 Clairance (mesures des AB présents dans le plasma) - o al. 2013
striatum)
Culture primairs de In vitro 4 Expression BACE1
neurones de rat
AR R Wang

Souris Tg 2576 iP (20 mglkg), . . et al. 2015
(sexe non précisgé) tous les 2 jours/12 sem. + Expression BACE1 (Hippocampe)

L ; . 4 Dépdts amyloides (AB42) -
Rat‘s \MSEE" agés (19 AR P (150 pglmllraﬂ]our) 4 Mort neuronale (cortex et hippocampe) 1 Mémoire spatiale Behairi
mois) (Méles) (30 jours) X ) et al. 2016

4 Neuroinflammation

Souris 3xTg-AD AR iP (20 mg/kg), 4 Neuroinflammation (activation astrocytaire et R Takamura
(Femelles) 3 x/sem. (3 sem.) microgliale) et al. 2017
Souris Tg APP/PS1 Bexarotene | Gavage (100 mg/kg/jour)| 4 Microgliose 1 Mémoire de Casali
(Males et femelles) (RXRs) (14 jours) 4 Plaques amyloides reconnaissance et al. 2018
iP : intrapéritonéale; Tg : transgénique ; TNF-a : Tumor Ne is Factor a (cytokine pro-infi: vire)

Tableau 7 — Récapitulatif des études ayant utilisé¢ des rétinoides chez des modeles animaux de la maladie

d’Alzheimer.
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c) Intérét d’'une approche préventive nutritionnelle

Les recherches qui ont été menées sur la maladie d’Alzheimer, pour en déterminer les
causes, se sont longtemps focalisées sur les pathologies amyloide et tau. A ce jour, le
dogme qui les tient pour responsables de la maladie a été remis en question et la possibilité
que ces lésions soient plutét des conséquences de la maladie est envisagée. Ceci laisse
toujours sans réponse la question de l'origine de la maladie. Au cours des derniéres
décennies, les tentatives d’élaboration de nouvelles options thérapeutiques a I'égard de la
MA se sont traduites par des échecs. De plus, les Iésions caractéristiques de la MA
commencent a se développer plusieurs années avant I'apparition des symptémes cognitifs
et du diagnostic (Bateman et al., 2012). Enfin, le diagnostic définitif de la MA ne peut se
faire que post-mortem, par la mise en évidence des lésions (Ballard et al., 2011; Karran et
al., 2011).

La considération de tous ces éléments incite grandement a envisager la définition d’'une
stratégie de prévention de la MA (St-Amour et al., 2016; Vifia & Sanz-Ros, 2018) (Fig. 13).
D’autant plus que les protocoles permettant d’'identifier les sujets a risque de développer la
MA (par exemple les sujets MCI) sont disponibles et maitrisés. Le risque de développer la
MA est hautement lié a de multiples aspects de I'environnement et de I'hygiéne de vie d’'un
sujet. Ces aspects peuvent étre modulés, encadrés et suivis au cours de sa vie.

Les arguments qui penchent en faveur du réle de la nutrition dans la préservation de la
fonction cognitive avec I'age sont de plus en plus nombreux ces derniéres années. Il y a un
consensus sur le fait que le type de régime alimentaire impacte I'état cognitif et module le
risque de développer une démence.

Un régime déséquilibré est un facteur de risque de développer la MA (Gustafson et al., 2015;
Morris, 2016; Scarmeas et al., 2018; A Armstrong, 2019; Cremonini et al., 2019). La
surconsommation de régimes riches en sucres et en graisses altére les processus de
mémoire et d’apprentissage et contribue au déclin cognitif (Hsu & Kanoski, 2014). Des
mécanismes communs aux perturbations induites par la consommation de ces régimes et
a celles présentes dans la MA ont été observés, et impliquent notamment une altération de
l'intégrité de la barriere hématoencéphalique (Hsu & Kanoski, 2014). De plus, un régime
riche en gras aggrave la pathologie de type Alzheimer chez la souris 3xTg-AD (Vandal et
al., 2014).
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Figure 13 — Schéma représentatif du moment le plus approprié (hypothétiquement) pour prévenir la
maladie d’Alzheimer.

La courbe rouge représente la progression caractéristique du déclin cognitif observé dans la MA et la
courbe verte celle d’un déclin cognitif normal avec 1’aide d’une intervention préventive adaptée. Le point
de divergence de ces deux courbes serait le meilleur moment pour entreprendre une stratégie préventive.
La courbe orange indique la faible efficacité des traitements actuels de la MA en raison du moment ou ils
interviennent, et de leurs effets seulement symptomatiques. (Adapté de St-Amour et al. 2016 et de Vifia et
al. 2018)

A linverse, certains types de régimes, comme le régime méditerranéen ou le régime DASH
(Dietary Approaches to Stop Hypertension), seraient associés a la préservation des
capacités mentales et a un moindre risque de développer la MA notamment (Gustafson et
al., 2015; Milte & McNaughton, 2016; Morris, 2016; Dominguez & Barbagallo, 2018;
Cremonini et al., 2019). Chez le rongeur, beaucoup d’études ont également démontré les
effets bénéfiques d’approches nutritionnelles sur des modéles de vieillissement ou de
démence (pour revue : (Wahl et al., 2017)). L’étude FINGER (Finnish Geriatric Intervention
Study to Prevent Cognitive Impairment and Disability), menée en Finlande chez 1260 sujets
ageés entre 60 et 77 ans, a consisté a apporter pendant deux ans, un coaching régulier aux
sujets concernant différents aspects de leur vie quotidienne, y compris I'alimentation. Une
plus grande amélioration des performances cognitives a été observée chez les sujets ayant

recu le coaching comparativement a ceux qui ont eu un suivi classique (Ngandu et al., 2015).
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Cette étude démontre que le conseil nutritionnel au cours du vieillissement physiologique
devrait étre envisagé pour empécher le basculement vers le vieillissement pathologique.
En particulier, un régime enrichi en vitamine A pourrait étre une option a envisager
considérant ses effets bénéfiques sur les altérations moléculaires, fonctionnelles et
comportementales liées au vieillissement, dont une grande partie a été présentée dans la
partie B.

Méme s’ils ne sont pas totalement compris a ce jour, les facteurs qui sont en cause dans
I'affaiblissement de la signalisation de la vitamine A au cours du vieillissement, et qui
peuvent potentiellement contribuer de ce fait au développement de la pathologie Alzheimer,
font intervenir des désordres du métabolisme hépatique de cette vitamine (Dumetz et al.,
2019). Des déficits d’apport ou d’absorption de la vitamine A, induisant un statut vitaminique
A inadéquat de certains sujets, peuvent également étre en cause. Plus largement, tous les
facteurs susceptibles de diminuer la biodisponibilité de la vitamine A ou de I'AR cérébral,
affecteront la voie de signalisation de 'AR dans les tissus cibles, en particulier le cerveau.
Ainsi, le niveau d’apport en d’autres nutriments pourra avoir des conséquences sur la
biodisponibilité de 'AR et le niveau d’activité de sa voie de signalisation. Par exemple, la
présence de lipides dans le régime alimentaire augmente l'efficacité d’absorption de la
vitamine A (Igbal & Hussain, 2009; Harrisson et al., 2012). La vitamine E également
liposoluble, entre dans I'entérocyte par I'intermédiaire du récepteur SRBI (Igbal & Hussain,
2009), de méme que le B-caroténe (Saeed et al., 2017), précurseur du rétinol, ce qui peut
les mettre en compétition pour I'absorption par I'entérocyte. A un autre niveau, la position
des RXRs comme partenaire commun d’hétérodimérisation de nombreux autres récepteurs
nucléaires, comme le récepteur des hormones thyroidiennes (TR), le récepteur de la
vitamine D (VDR) ou encore le récepteur des acides biliaires (Idres et al., 2002; Lane &
Bailey, 2005; Berbis, 2010; Saeed et al., 2017) place la voie de signalisation de la vitamine
A en équilibre avec de multiples autres voies de signalisation qui répondent a des signaux
hormonaux et nutritionnels. C’est ainsi que des déséquilibres alimentaires, mais aussi
certains déséquilibres hormonaux vont également potentiellement perturber la voie de
signalisation des rétinoides (Enderlin, Pallet, et al., 1997). L’ensemble de ces données
suggére que la diminution de la biodisponibilité de 'AR ou de l'activité de sa voie de
signalisation, au cours du vieillissement, peut avoir de nombreuses origines. Ces données
peuvent également justifier, la nécessité de maintenir au cours du vieillissement le statut en
vitamine A a un niveau optimal, afin de maintenir également 'ensemble des processus dans

lesquels cette vitamine est impliquée, et notamment au niveau cérébral.
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Les travaux de Mingaud et al. 2008 ont montré que la supplémentation en vitamine A par
voie nutritionnelle s’est révélée plus efficace sur la récupération de la mémoire de travail
que I'administration pharmacologique d’AR ou a la combinaison des deux (Mingaud et al.,
2008). Les travaux de Dumetz et al. 2019, ont démontré que I'utilisation d’'un régime enrichi
en vitamine A au cours du vieillissement corrige la diminution cérébrale d’AR et les atteintes
morphologiques des neurones de I'hippocampe contribuant aux perturbations de mémoire
des animaux tout en maintenant un métabolisme hépatique des rétinoides normal (Dumetz
et al., 2019).

En conclusion, les données ayant mis en évidence les bénéfices d’'un régime enrichi en
vitamine A sur la fonction cognitive de rongeurs agés (Mingaud et al., 2008; Touyarot et al.,
2013; Bonhomme, Pallet, et al., 2014; Dumetz et al., 2019) suggérent qu'une activité
optimale de la voie de signalisation de 'AR semble avoir un réle crucial dans la préservation
des capacités cognitives au cours du vieillissement. Compte-tenu des arguments suggérant
des liens existants entre la baisse d’activité de la signalisation de I'AR et le développement
de la pathologie Alzheimer, une stratégie de prévention de la maladie basée sur I'exposition

a un régime supplémenté en vitamine A mérite d’étre considérée.
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D.Hypothése et objectifs

Les données obtenues chez ’THomme indiquent que la baisse du statut en vitamine A au
cours du vieillissement, qui suppose une baisse d’activité de la signalisation de I'AR
cérébral, intervient dans le déclin cognitif lié a 'age. D’autre part, les données acquises chez
des patients Alzheimer, et chez les modéles animaux de la maladie impliquent également
une baisse d’activité de la voie de signalisation de 'AR. Etant donnée la spécificité humaine
de cette maladie, les études menées sur le vieillissement chez I'animal, renseignent
rarement sur le développement spontané des lésions caractéristiques de la MA.

De plus, la carence en vitamine A induit chez le rongeur un phénotype qui ressemble
étrangement a celui de rongeurs agés, et aggrave méme I'état de la neuropathologie

Alzheimer de modeéles de la maladie.

L’utilisation de traitements pharmacologiques thérapeutiques a base de rétinoides chez des
modéles de la MA a fourni des résultats prometteurs dans la diminution de la pathologie
Alzheimer. Cependant, avant eux, d’autres composés pharmacologiques (non-rétinoides)
ayant également retenu l'attention de la recherche préclinique n’ont pas réussi a franchir le
cap de la translation a 'Homme. De ce fait, les tentatives de guérison de la MA par voie
pharmacologique ne se sont pas montrées assez convaincantes pour permettre de proposer
un traitement aux patients. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’au moment ou les symptédmes
cognitifs sont détectés, il est trop tard.

Il semblerait qu’une intervention en amont du développement des Iésions caractéristiques
de la maladie, qui se produit bien avant I'apparition des symptémes, soit davantage de mise.
En particulier, 'emploi d’une stratégie nutritionnelle a déja fait ses preuves chez le rongeur
vieillissant, mais aucune étude n’a évalué le potentiel préventif d’'une supplémentation
nutritionnelle en vitamine A chez un modéle de la MA. A long terme, ce travail permettrait
de reconsidérer le besoin en vitamine A des personnes agées dans la deuxiéme partie de
la vie. Ainsi, la prévention nutritionnelle en procédant par un ajustement de la prise
alimentaire chez ’'Homme, serait non seulement d’'une grande facilité de mise en ceuvre,

mais également non-invasive et de faible codt.

Sur la base de tous ces éléments, '’hypothése générale de ce projet de thése est :

L’affaiblissement de I’activité de la voie de signalisation de I’acide rétinoique qui se
produit au cours du vieillissement contribue au développement de la neuropathologie

de type Alzheimer.
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L’objectif général de ce projet de thése était :

Evaluer si I’exposition a un régime enrichi en vitamine A en amont de la mise en place
des lésions caractéristiques de la maladie d’Alzheimer permet de prévenir ou ralentir
le développement de la neuropathologie, chez deux modéles complémentaires de la

maladie.

Les modéles animaux que nous avons utilisés pour répondre a cet objectif sont le modeéle
d’injection i.c.v de peptides amyloides AB2s.35 et la souris transgénique 3xTg-AD. Leur
complémentarité tient a la balance qui existe entre les avantages et les inconvénients de
chacun des modéles. En effet, le modéle d’injection i.c.v des peptides AB2s35 stimule la
production de peptides amyloides par la souris (Chavant et al., 2010; Lahmy et al., 2013;
Meunier et al., 2013) et induit donc la pathologie amyloide endogéne de la souris. De ce
fait, toutes les altérations ultérieures sont une conséquence plus ou moins directe de
l'injection du peptide, ce qui permet une compréhension véritablement mécanistique des
déréglements liés a la production pathologique des peptides amyloides, et ce dans des
délais trés courts. Ces éléments constituent les atouts majeurs de ce modéle.

En revanche, le modéle d’injection i.c.v ne prend pas en compte le caractére progressif du
développement de la MA. C’est alors que le modéle de souris transgénique 3xTg-AD montre
son intérét. En effet, il développe progressivement les pathologies amyloide et tau humaines
au cours du vieillissement et intégre de ce fait tous les aspects propres au vieillissement qui
sont susceptibles d’interférer avec I'évolution de la neuropathologie (Cardillo et al., 2018;
Young & Franklin, 2019). De plus, I'expression des transgénes assure une stabilité et une
homogénéité du développement de la neuropathologie Alzheimer, et permet de s’affranchir
des aléas liés aux injections intracraniennes, mais implique des délais beaucoup plus longs

avant que le modéle ne soit prét a I'emploi.
Ainsi, l'utilisation d’'une approche d’enrichissement nutritionnel en vitamine A chez ces deux

modéles, permettra d’avoir une compréhension plus compléte des mécanismes d’action de

la vitamine A dans la prévention de la pathogenése d’Alzheimer.
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Objectif 1 : Evaluer les effets préventifs potentiels du régime enrichi en vitamine A

sur la pathologie amyloide induite par I’injection i.c.v. de peptides AB2s.3s5.

La réalisation de cet objectif a mené a la génération de résultats décrits dans le chapitre 1.

=  QObjectif 1A : Mettre en ceuvre le modéle d’injection i.c.v. de peptides AB2s.35 au sein du

laboratoire.

Avant de pouvoir évaluer les effets du régime enrichi en vitamine A sur les atteintes
cognitives et moléculaires induites par l'injection du peptide, il était nécessaire de
réaliser la caractérisation du modéle. Notamment, identifier la cinétique des altérations
comportementales suivant l'injection du peptide pour pouvoir déterminer la durée

d’exposition au régime.

=  QObjectif 1B : Identifier les effets bénéfiques potentiels de I'exposition au régime débutant

avant I'injection intracérébrale de peptides AB2s.35 et les mécanismes moléculaires sous-

jacents.

Objectif 2 : Evaluer les effets préventifs potentiels du régime enrichi en vitamine A

sur les performances mnésiques et I’évolution de la neuropathologie

Alzheimer chez la souris 3xTqg-AD

La réalisation de cet objectif a mené a la génération de résultats décrits dans le chapitre 2.
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Chapitre 1 :

ETUDE DES EFFETS PREVENTIFS D’UN
REGIME ENRICHI EN VITAMINE A SUR LA
PATHOLOGIE AMYLOIDE INDUITE PAR
L’INJECTION I.C.V DE PEPTIDES A2s.35.
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Résumé

La vitamine A est un micronutriment nécessaire au maintien des processus
neurobiologiques de la mémoire par lintermédiaire de l'acide rétinoique (AR), son
métabolite actif. La voie de signalisation de I'’AR intervient également dans I'inhibition de la
neuropathologie caractéristique de la maladie d’Alzheimer. Aprés avoir validé que le modéle
AB présente une altération mnésique suite a l'injection i.c.v du peptide AB2s.35, Nous avons
pu mettre en évidence que neuf semaines de régime enrichi en vitamine A (20 Ul/g),
débutant trois semaines avant I'injection cérébrale du peptide AB2s.35 a permis d’empécher
I'altération de la mémoire spatiale de reconnaissance a court-terme en réponse a l'injection.
Cet effet protecteur s’accompagnait d’'une augmentation significative de I'expression
génique de la Raldh2, 'enzyme de synthése de I'AR, chez les souris AB+vVitA par rapport
aux souris injectées avec le peptide controle, ABscrambied. EN paralléle, la supplémentation en
vitamine A a induit une diminution de I'expression hippocampique des ARNm de I'APP
murine, la protéine précurseur des peptides amyloides. Toutefois, les mécanismes sous-
jacents aux effets protecteurs des performances de mémoire n’ont pas pu étre clairement

identifiés.
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Abstract

Vitamin A is a crucial micronutrient for the maintenance of neurobiological processes
underlying the formation of memory, through the action of retinoic acid (RA), its active
metabolite. RA signaling pathway is also known to be involved in the inhibition of Alzheimer’s
disease neuropathology. After having validated that the i.c.v injection of AB2s.35 does induce
memory impairment in mice, we showed that nine weeks of vitamin A enriched diet (20 1U/g),
starting 3 weeks before the surgery, could protect short-term spatial recognition memory
from the alterations induced by the peptide. This protective effect was associated to a
significant increase in the gene expression of Raldh2, the enzyme responsible for the
synthesis of RA in the AB+vit.A group when compared to the animals injected with the control
peptide : ABscrambied (Scb). In parallel, vitamin A supplementation decreased the hippocampal
MRNA expression of murine APP, the precursor of amyloid peptides. However, the exact
mechanisms underlying these protective effects on memory could not be precisely

determined.

59



A. Introduction

La vitamine A (rétinol-tout-trans) est essentielle au maintien des processus de la
mémoire chez I'adulte (Mey & McCaffery, 2004; Lane & Bailey, 2005; Ransom et al., 2014;
Stoney & McCaffery, 2016). Elle exerce son rble par I'intermédiaire de son métabolite actif,
I'acide rétinoique (AR) (Lane & Bailey, 2005; Shearer et al., 2012; Li et al., 2014). Dans la
cellule cible, le rétinol est métabolisé en AR sous I'action de la rétinaldéhyde désydrogénase
(RALDH). Dans le cerveau, c’est la RALDH2 qui est principalement exprimée dans les
méninges et dans I'hippocampe, et constitue de ce fait la principale source d’AR de cette
structure cérébrale (Werner & Deluca, 2002; Lane & Bailey, 2005; Goodman et al., 2012;
Ransom et al., 2014). L’AR ainsi produit est acheminé dans le noyau, ou il est en mesure
de se lier a ses récepteurs les RARs et les RXRs, des facteurs de transcription appartenant
a la superfamille des récepteurs nucléaires. Ainsi activés, ses récepteurs régulent la
transcription de génes cibles, dont plusieurs sont impliqués dans les mécanismes de
formation de la mémoire (Enderlin, Pallet, et al., 1997; Etchamendy, Enderlin, Marighetto,
Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001a; Lane & Bailey, 2005; Bonhomme, Pallet, et al.,
2014). L’ensemble des molécules dérivant du rétinol sont communément appelés les
rétinoides.

Un ensemble de données de la littérature plaide en faveur d’'une perturbation du
métabolisme de la vitamine A au cours du vieillissement chez 'lHomme et chez I'animal
associée a des altérations cognitives, de mémoire en particulier. Chez 'Homme, cette
perturbation se manifeste par une diminution de la concentration sérique de rétinol et de
I'expression des récepteurs de I'AR dans les cellules mononuclées du sang, associée a des
atteintes cognitives (Succari, Garric, Ponteziere, Miocque, & Cals, 1991b; Feart, Pallet, et
al., 2005; Brtko et al., 2007; Zeng, Chen, et al., 2017; Huang et al., 2018). Chez le rongeur,
ces atteintes sont également observées dans le plasma, le foie et le cerveau et
s’accompagnent de perturbations de mémoires dépendantes de [I'hippocampe
(Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001a; Mingaud
et al., 2008; Touyarot et al., 2013; Bonhomme, Pallet, et al., 2014; Dumetz et al., 2019). Or,
chez le rongeur agé, la supplémentation nutritionnelle ou pharmacologique de vitamine A a
été en mesure de corriger toutes ces altérations moléculaires, métaboliques, fonctionnelles
et comportementales (Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, &
Higueret, 2001a; Mingaud et al., 2008; Touyarot ef al., 2013; Bonhomme, Pallet, et al., 2014;
Dumetz et al., 2019).
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En paralléle, une diminution de la concentration sérique en rétinol et de la voie de

signalisation de 'AR a également été constatée chez des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (MA) (Bourdel-Marchasson et al., 2001; Rinaldi et al., 2003; Corcoran et al.,
2004; Jung et al., 2008), une maladie neurodégénérative dont le principal facteur de risque
est 'age avancé (Winblad et al., 2016). La MA se manifeste notamment par des atteintes
importantes de mémoire (Skaper, 2012; Tromp et al., 2015; Hou et al., 2019). Son étiologie
est encore mal comprise mais elle est associée a des lésions histologiques caractéristiques ;
I'accumulation de peptides amyloides agrégés sous forme de plaques (pathologie amyloide)
et I'hyperphosphorylation anormale de la protéine tau conduisant a la formation
d’enchevétrements neurofibrillaires (pathologie tau) (Skaper, 2012; Carrillo-Mora et al.,
2014; Silva et al., 2019). De fagon intéressante, il a été mis évidence que la carence en
vitamine A chez le rat était associée a la formation de peptides amyloides dans les
vaisseaux des méninges (Corcoran et al., 2004) et induit des modifications morphologiques
cérébrales comparables a ce qui est observé dans la MA (Ghenimi et al., 2009). D’autre
part, la présence de peptides amyloides dans le milieu de culture de microglie inhibe leur
synthése d’AR (Goncalves et al., 2013). L'ensemble de ces données suggérent qu'il
existerait un cercle vicieux entre la baisse d’activité de la voie de signalisation de 'AR et le
développement de la pathologie amyloide.
Malgré de nombreux essais, aucun traitement de la MA n’existe a ce jour et suppose qu’une
intervention en amont du développement de la neuropathologie caractéristique d’Alzheimer
est préférable. Le choix d'une stratégie nutritionnelle préventive semble particulierement
prometteuse a I'égard d’Alzheimer (Gustafson et al., 2015; Ngandu et al., 2015; Morris,
2016; Cremonini et al., 2019).

Dans ce contexte, nous formulons I'hypothése que la baisse d’activité de la voie de
signalisation de la vitamine A qui se produit au cours du vieillissement contribue a
développer la pathologie amyloide caractéristique de la MA. Notre objectif est donc de tester
si un régime enrichi en vitamine A peut permettre de prévenir le développement de cette
pathologie chez le modele d’injection i.c.v de peptides ABzs.3s connus pour induire

I'amyloidogenése endogéne de la souris (Meunier et al., 2013).
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B. Matériel et méthodes

l. Animaux et régimes alimentaires
a) Souris destinées a la mise au point du modéle d’injection i.c.v.

Les animaux destinés a la mise au point du modéle d’injection i.c.v de peptides amyloides
AB2s.35 étaient des souris méales C57BL/6 (Janvier Labs, France) agées de 7 semaines a leur
arrivée au laboratoire. Elles ont été hébergées en cages collectives de 4 animaux et ont eu
un acces ad libitum a la nourriture et a 'eau. Ces souris ont été placées sous un régime
standard de laboratoire (Safe A04, Auge, France). Aprés une semaine d’acclimatation a leur
hébergement, ces souris ont été opérées a 'age de huit semaines pour recevoir les peptides
APBa2s.35 dans les ventricules.

b) Souris destinées a [I’évaluation des effets préventifs potentiels de la

supplémentation en vitamine A

Les animaux destinés a I'évaluation des effets préventifs potentiels du régime enrichi en
vitamine A étaient également des souris males C57BL/6 (Janvier Labs, France) agées de 5
semaines a leur arrivée au laboratoire. De la méme fagon, elles ont eu un acceés illimité a la
nourriture et 'eau mais ont été exposées cette fois-ci a un régime contrdle contenant un
apport minimal en vitamine A (5 Ul/g) ou bien un régime enrichi en vitamine A (20 Ul/g). Ces
deux régimes sont isocaloriques et ont une composition identique a I'exception de la
quantité de vitamine A qu’ils contiennent (Tableau 8). De fagon a respecter la volonté de
suivre une approche préventive, les souris ont débuté leur régime immédiatement a leur

arrivée, soit 3 semaines avant l'injection cérébrale de peptides ABa2s.3s.

Composition du régime Quantité (g pour 100g de régime)
Cellulose 2

Caséine Hydrochlorique 18

Composé minéral 102 1

Vitamines (sauf vitamine A) 1

Vitamine A 5 UI ou 20 UI par g de régime
Méthionine 0,1

Amidon de mais 45

Sucre semoule 249

Huile d’arachide 2,5

Huide de colza 2,5

Tableau 8 — Composition des régimes contrdle et enrichi en vitamine A
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Il. Chirurgie stéréotaxique intracranienne
a) Préparation des solutions de peptides amyloides a injecter

Les peptides a injecter, AB2s.35 0u ABscrambied (pPeptide contrdle), de séquence GSNKGAIIGLM
et MAKGINGISGL respectivement (Synvec, France) étaient stockés sous forme de poudre
a-20°C. Les acides aminés qui composent les peptides AB2s.35 €t ABscrambied SONt les mémes,
cependant dans le cas du peptide contrble (ABscrambied), 12 S€quence des acides aminés limite
significativement I'agrégation du peptide. Conformément au protocole de Maurice et al.
2013, les peptides ont été dilués dans de I'eau distillée stérile et placés a 37°C pendant
quatre jours pour leur permettre d’atteindre un plateau d’agrégation avant d’étre injectés
(Meunier et al., 2013). La concentration des solutions d’injection était de 3 mg/ml et chaque
souris a regu 3 pl, soit 'équivalent de 9 ug de peptides AB2s-35 OU ABscrambled.

b) Injectioni.c.v de peptides AB2s.35

Les animaux ont été soumis a une anesthésie gazeuse a l'isoflurane (4-5%) dans une boite
a induction prévue a cet effet. Aussitot aprés avoir perdu connaissance, les animaux ont été
placés sur le cadre stéréotaxique équipé d’'un masque diffusant de lisoflurane (1,5-2%) en
continu au niveau du museau de la souris pendant toute la durée de I'opération. Les souris
ont regu une injection sous-cutanée de buprénorphine (0,05 mg/kg) et de tolfédine (10
mg/kg), des analgésiques opioide et anti-inflammatoire respectivement, dans le but de
réduire la douleur de I'animal pendant et aprés la chirurgie. Les poils de la téte ont été
coupés et la téte nettoyée a la Bétadine®. Une injection unique i.c.v. unilatérale de peptides
AB2s.35 OU ABscrambled (CONtroles) a été réalisée dans le ventricule latéral gauche ou droit
aléatoirement, lorsque les souris étaient agées de 8 semaines. Les coordonnées d’injection
utilisées étaient : -0,22 mm par rapport au Bregma ; latéralité de +/- 0,8 mm et profondeur -
2,25 mm a partir de la surface du cerveau. Ces coordonnées avaient été préalablement
vérifiées a I'aide d’'une injection d’encre pour s’assurer de la délivrance au bon endroit (Fig.

14). Pour ce faire, nous avons eu recours a un systéme de pompe (UMP lll, MicroSyringe

Cerveau 1 Cerveau 2

Figure 14 — Photographies de cerveaux ayant permis de contrdler la validité des coordonnées choisies
pour I’injection dans le ventricule latéral.
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Pump, WPI, France) et des seringues Hamilton (NanoFil Syringe™ de 10 pl, aiguille 26G,
WPI, France). Avant de procéder a linjection dans le cerveau des souris, la seringue
Hamilton était saturée en peptides au moyen de plusieurs remplissages consécutifs grace
a un aliquot spécialement prévu a cet effet. Le débit de délivrance des peptides était fixé a
0,5 pl/min et le volume injecté était de 3 ul. Une fois le volume délivré, la seringue a été
laissée en place pendant cing minutes additionnelles avant d’étre retirée afin de permettre
a la solution injectée de diffuser dans le LCR. Puis, le crane a été suturé et une pommade
analgésique locale (Lidocaine 2%) a été a appliquée de fagon a réduire la douleur et
I'automutilation des souris. A l'issue de la chirurgie, les souris ont été placées en cages
individuelles jusqu’a leur réveil complet, en présence de croquettes humidifiées. Une fois
gu’elles ont retrouvé une activité normale (quelques heures), elles sont retournées dans leur
cage collective. Les souris ont été pesées pendant les trois jours suivant leur opération afin

de s’assurer de leur bonne récupération et permettre le suivi post-opératoire.

lll. Evaluations comportementales

En amont des évaluations comportementales, les souris ont été manipulées a raison de
deux a trois fois par jour pendant trois jours, de fagon a réduire le stress dd a prise en main

par I'expérimentateur.

a) Le labyrinthe enY

Ce test de comportement s’appuie sur la propension innée des rongeurs a explorer la
nouveauté. Le protocole du labyrinthe en Y utilisé se déroulait en deux phases et évalue la
mémoire spatiale de reconnaissance (Dellu et al., 2000). Lors de la phase 1 (acquisition), la
souris a été placée dans le bras de départ, déterminé au hasard pour chaque souris, et ne
pouvait explorer que deux bras du labyrinthe pendant cing minutes, I'accés au troisieme
bras étant empéché par une porte. A l'issue de la phase 1, la souris est remise dans sa
cage d’hébergement pendant une heure. Lors de la phase 2 (test), d’'une durée de cinq
minutes également, elle a été replacée dans le méme bras de départ et a cette fois-ci eu
accés au troisiéme bras ; le bras nouveau (Fig. 15). A 'aide des indices spatiaux présents
dans la piéce, la souris était censée reconnaitre les bras qu’elle a déja visités et devait donc

explorer davantage le bras nouveau.
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Acquisition Test
(5 min) (5 min)
] > [ Y
~7
' —>  familier nouveau
O O
départ départ

O O ¥ : Indices spatiaux

Figure 15 — Protocole d’évaluation de la mémoire spatiale de reconnaissance dans le labyrinthe en Y
(court-terme).

b) La reconnaissance d’objet

De la méme fagon que le labyrinthe en Y, le test de la reconnaissance d’objet repose sur la
curiosité naturelle des rongeurs. Lors de la phase d’acquisition, les souris ont eu la
possibilité d’explorer deux objets identiques, puis étaient replacées dans leur cage
d’hébergement. 24 heures plus tard, pour la phase de test, I'objet de gauche ou de droite a
été aléatoirement remplacé par un nouvel objet, jamais vu par la souris. Au cours de ces
deux phases, le critére de 20 secondes d’exploration totale des deux objets a été fixé, sur
la base du protocole de Léger et. al 2013 (Leger et al., 2013) (Fig. 16). Ce critére permet de
s’affranchir du biais lié a la différence d’exploration des souris, mais aussi de déterminer
I'exploration relative de chaque objet. Ainsi, le temps d’exploration de 'objet nouveau est
significativement supérieur a 10 secondes (hasard) lorsque la souris a été capable de
reconnaitre 'objet nouveau. Les souris disposaient d’'un maximum de 10 minutes pour

atteindre ce critére d’exploration dans les deux phases, faute de quoi elles ont été exclues

Acquisition
(jusqu’a 10 min)
Critére : 20 sec d'exploration totale

O

24h

4

Yr+ O : Indices spatiaux [& : Objet familier

Test
(jusqu’a 10 min)
Critére : 20 sec d'exploration totale

O

) ¢

4

A\ Objet nouveau

Figure 16 — Protocole d’évaluation de la mémoire de reconnaissance dans le test de la reconnaissance

d’objet (long-terme).
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de I'analyse. Les paires d’objets utilisées étaient une bouteille de 50 ml a bouchon bleu et
une pile de Légo multicolore, ou bien une flasque de culture cellulaire de 25 cm?® remplie de

litiere et un cylindre en plastique de couleur orange et verte.

c) La piscine de Morris

La piscine de Morris est un test trés couramment utilisé pour I'évaluation de la mémoire
spatiale (Morellini, 2013) qui repose sur I'hippocampe (McCaffery et al., 2006; Moser et al.,
2015; Fan et al., 2017). Ce test s’appuie sur I'aversion naturelle des souris pour I'eau.
consiste en une phase d’apprentissage et une phase de test (Fig. 17).

Au cours de 'apprentissage, les souris doivent apprendre a mémoriser la localisation d’'une
plateforme immergée dans un bassin rempli d’eau (1,5 métre de diamétre). De la peinture
blanche est ajoutée a I'eau pour la rendre opaque, afin d’empécher que les souris repérent
visuellement la plateforme, mais se servent bien des indices spatiaux de la piéce pour y
parvenir. Pendant cinq jours consécutifs, les souris ont eu 6 essais par jour pour apprendre
a localiser cette plateforme, en partant de points de départ différents & chaque fois. A
chaque essai, elles disposaient de 90 secondes pour la trouver, sans quoi, elles y étaient
guidées.

Le jour du test, 72 heures apres le dernier jour d’apprentissage, la plateforme est retirée du
bassin. La souris est introduite dans la piscine pour une durée totale de 60 secondes, au
départ d’'un point duquel elle n'est jamais partie auparavant. Grace au logiciel de vidéo-
tracking (Smart v. 2.0), la piscine est virtuellement découpée en quatre quadrants, dont 'un
d’eux contenait jusque-la la plateforme en son centre. Ce quadrant est appelé « quadrant
cible ». Le temps passé et la distance parcourue dans ce quadrant cible, au cours des 60
secondes du test, sont indicateurs de la mémorisation des souris de la location de la
plateforme.

En amont de l'apprentissage, une évaluation des capacités visuelles des souris a été

réalisée afin de s’assurer qu’aucun groupe expérimental n’était atteint de troubles visuels.
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APPRENTISSAGE TEST

[ N

Quadrant cible

72h

Légende

—>  Points de départ (apprentissage)
5 jours d’apprentissage consécutifs —>  Point de départ (test) * Unnouveau point de départ
4 points de départ différents par jour - Platef i y *  Durée du test: 60 sec
Les départs sont dans un ordre : ateforme jmmergee Plateforme retirée
différent chaque jour ——  Trajectoire de la souris
6 essais par jour
Durée maximale d’un essai : 90 sec 0 *( Indices spatiaux
Plateforme présente (immergée) ~a  Souris

Figure 17 — Schéma descriptif du protocole suivi pour le test de la piscine de Morris.

d) Le labyrinthe en croix surélevé

Le labyrinthe en croix surélevé permet d’évaluer le comportement de type anxieux des
souris. Il s’agit d’'un labyrinthe en croix, dont deux bras opposés sont pourvus de hautes
parois opaques et les deux autres bras opposés en sont dépourvus. Ce labyrinthe étant
suspendu a environ un métre du sol, les bras dépourvus de parois, dits « ouverts », sont
anxiogenes car au-dessus du vide. Les bras fermés sont de ce fait un refuge pour les
animaux. Les souris ont été placées dans le labyrinthe au croisement des quatre bras, le
museau dirigé vers un bras ouvert et ses déplacements dans le labyrinthe pendant cing
minutes ont été enregistrés. Plus une souris osait s’aventurer dans les bras ouverts, moins

son niveau d’anxiété était élevé.
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e) La boite a compartiments éclairé et sombre

L'utilisation de ce dispositif est un autre moyen d’évaluer le comportement de type anxieux
des souris. Les deux compartiments éclairé et sombre sont séparés par une paroi contenant
une petite ouverture permettant a la souris de passer de I'un a l'autre (Fig. 18). La partie
éclairée était soumise a une forte luminosité anxiogéne (environ 200 lux). Les souris ont été
introduites par le compartiment sombre et disposaient de 10 minutes pour explorer le
dispositif. Plus elles se risquaient a aller dans le compartiment éclairé, moins leur niveau

d’anxiété était élevé.

Sombre Eclairé

Figure 18 — Boite a compartiments éclairé/sombre.

IV. Euthanasie

Au terme des évaluations comportementales ayant eu lieu a différents temps aprés
l'injection cérébrale, les souris ont été euthanasiées. Elles ont été soumises a une
anesthésie profonde a l'isoflurane puis, une perfusion intracardiaque a été réalisée de fagon
a récupérer le sang des animaux. Le plasma des souris a été obtenu suite a la centrifugation
des échantillons de sang a 10 000 rpm pendant 10 minutes a 4°C. Les hippocampes ont
éte prélevés et immédiatement congelés dans la carboglace. En raison de I'oxydation trés
rapide des rétinoides au contact de la lumiére blanche, les euthanasies se sont déroulées

sous lumiére rouge.
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V. Investigations moléculaires
a) Dosage des peptides AB murins produits

Les échantillons d’hippocampe ont été homogénéisés dans 550 pl de tampon N-PER™
(ThermoFisher, France) auquel des inhibiteurs de phosphatases et de protéases ont été
ajoutés. Aprés sonication pendant 10 secondes dans la glace, ils ont été centrifugés a
12 000 rpm pendant 5 min a 4°C. Le surnageant a été récupéré et soumis a un dosage de
quantification protéique BCA (MicroBCA™, ThermoFisher, France). Puis, la quantité de
peptides amyloides ABs a été dosée a l'aide d’'un kit ELISA prévu a cet effet (Wako
référence 294-64701 et 290-62601, Fuijifilm, Japon) selon les instructions du protocole fourni
dans le kit. Brievement, le fond de la plaque 96 puits est tapissée d’anticorps anti-AB4o
permettant de retenir les peptides AB4o contenus dans les échantillons de souris, par leur
extrémité N-terminale. Aprés lavage, un autre anticorps anti-ABs se lie a la partie C-
terminale du peptide. Ce deuxiéme anticorps est couplé a la péroxydase de raifort, la HRP
(Horseradish peroxidase), une enzyme a activité oxydase. La mise en présence de la HRP
avec son substrat conduit a la production de lumiére, proportionnellement a la quantité de
HRP présente. L'intensité de la lumiére produite, mesurée par absorbance a 450 nm, reflete

la concentration de peptides AB4o présents dans chaque puits.

b) Mesure du rétinol plasmatique

Les échantillons de plasma collectés lors de I'euthanasie des souris ont été dilués dans un
mélange d’hexane et d’hydroxytoluéne butylé (BHT), aprés 'ajout d’un standard interne
contenant de I'acétate de tocophérol. Puis, les échantillons ont été centrifugés a 12 000 rpm
pendant 3 minutes a température ambiante, et évaporés sous azote. Enfin, le résidu sec
contenant le rétinol a été resuspendu dans du méthanol et la concentration de rétinol
présente dans chaque échantillon a pu alors étre déterminée par chromatographie liquide a
haute performance (CLHP) a détection UV (Marissal-Arvy et al., 2013).

c) Dosage de la corticostérone plasmatique

La corticostérone plasmatique a été quantifiée dans le plasma issu d’échantillons de sang
prélevés a la veine mandibulaire des souris en conditions basales. Un prélévement a eu lieu
en début de phase inactive a 8h00 du matin et 'autre en début de phase active, a 19h00 le

soir. L’ensemble des souris d’'une méme cage ont été prélevées en moins de quatre
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minutes. Le dosage de la corticostérone totale a été réalisé a I'aide d'un radio-immuno-
assay selon le protocole décrit par Richard et. al 2010 (Richard et al., 2010). Ce dosage
repose sur la compétition entre la corticostérone endogene froide et la corticostérone tritiée
pour un anticorps anti-corticostérone généreusement offert par le Dr. H Vaudry. La mesure
d’'une plus grande radioactivité refléte une plus faible quantité de corticostérone présente

dans I’échantillon.

d) Expression génique

Les ARNs totaux ont été extraits des hippocampes a l'aide des réactifs TRIzol Reagent™
(Invitrogen, Saint Aubin, France). La qualité des ARNs et leur concentration ont été
obtenues a I'aide du spectrométre Nanodrop (NanoDrop™ technologies, Fisher Scientific)
et du kit de puces a ARN NanoLabChip pour Bioanalyzer (Agilent Technologies). Puis, 1 ug
d’ARN a été rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNc). Ces ADNc ont servi a réaliser
la Réaction de Polymérisation en Chaine quantitative en temps réel (RTqPCR) avec le
systeme du LightCycler 480 (Roche Diagnostic). Pour cela, les ADNc ont été mis en
présence de couples d’'amorces spécifiques d’'un géne d’intérét et de sondes fluorescentes
(SYBR Green). Ainsi, le géne dintérét est amplifié proportionnellement a la quantité
d’ARNm initialement présente dans I'échantillon, et génére de la fluorescence a mesure de
'amplification. Plus le nombre de cycles nécessaires a la détection de la fluorescence est
élevé, moins I'échantillon était concentré en ARN du géne d’intérét. Dans ce protocole, nous
avons mesuré I'expression génique des récepteurs de 'AR (RARa, RARB, RARy, RXRa,
RXRB et RXRy), de 'enzyme de synthése de I'AR (la RALDH2), des enzymes impliquées
dans la transformation de 'APP (APP, ADAM10, BACE1, IDE, PS1, PS2) et de protéines
impliquées dans l'activité de I'axe Hypothalamo-Pituitaire-Adrénalien (HPA) (les récepteurs
des minéralocorticoides et des glucocorticoides, MRs et GRs respectivement, la serum and
glucocorticoid regulated kinase 1 (Sgk1) et la 11B-hydroxy-steroid-dehydrogenase type 1
(11B-HSD1)). L'expression de ces génes a été normalisée sur les génes de référence de
I'actine et de la GAPDH dont I'expression ne variait pas entre les groupes, grace au logiciel
GenEx™ MultiD (Goéteborg, Suede).
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VI. Analyse statistique

Les données sont représentées sous la forme de la moyenne + l'erreur standard a la
moyenne. Le seuil de significativité statistique a été établi a p<0.05.

Préalablement a la comparaison de groupes entre eux, une analyse de I'égalité des
variances des différents groupes a été réalisée avec le test de Bartlett.

Dans le cas ou les variances étaient égales, la comparaison de deux groupes a été réalisée
avec un test de T non-apparié. La comparaison de plus de deux groupes a été réalisée avec
le test de TANOVA, qui comprend I'étude des effets d’un ou plusieurs facteurs, tels que le
peptide injecté, le régime alimentaire regu, ou I'effet du temps. Une interaction significative
entre plusieurs facteurs a donné lieu a une analyse subsidiaire post-hoc avec le test de
Tukey, sauf dans le cas d'une analyse en mesures répétées. Dans ce cas, suite a
l'interaction significative entre la répétition de la mesure et un ou plusieurs autres facteurs,
l'analyse a été reprise depuis le début, individuellement pour chaque mesure ayant été
incluse dans I'analyse de mesures répétées.

Dans le cas ou le test de Bartlett révélait une inégalité des variances, la comparaison de
deux groupes a été permise par le test de Mann-Whitney, et la comparaison de plus de deux
groupes avec le test de Kruskal-Wallis. Lorsque le test de Kruskall-Wallis était significatif,
I'analyse post-hoc qui s’ensuivait a été accomplie avec le test de Dunn.

Dans le but de comparer la moyenne de chaque groupe a une valeur théorique de référence,
c’est le One-sample-T-test qui a été utilisé.

Enfin les corrélations entre différentes variables ont été obtenues grace a la modélisation
d’'une régression linéaire des variables, et le coefficient de détermination provient de la
corrélation de Pearson.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel JMP (version 14.0 SAS
Institute, Cary, IL, USA) et Prism 7 (GraphPad software, San Diego, CA, USA).
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C.Résultats

l. Mise au point du modeéle d’injection i.c.v : évaluations

comportementales.

a) Atteintes mnésiques

Sur la base des données de la littérature, de nombreux types de mémoires sont altérés
en réponse a linjection i.c.v de peptides AB2s.35 : la mémoire de travail, la mémoire de
reconnaissance ou la mémoire spatiale (Maurice, Lockhart, & Privat, 1996; Maurice,
Lockhart, Su, et al., 1996; Chavant et al., 2010; Isono et al., 2013; Meunier et al., 2013;
Wang, Chen, Li, et al., 2015). Les protocoles utilisés pour évaluer les performances de
mémoires modélisent souvent la mémoire épisodique de 'Homme, qui est 'une des
premiéres a étre perturbée dans la maladie d’Alzheimer (Morellini, 2013; Tromp et al., 2015;
Wahl et al., 2017). Ainsi, nous avons choisi d’utiliser des paradigmes permettant I'évaluation
de la mémoire épisodique dans les tests du labyrinthe en Y et de la reconnaissance d’objet.
Les protocoles utilisés avaient déja été validés au sein du laboratoire ou ils sont couramment
utilisés.

Aprés une semaine d’acclimatation a I'animalerie, les souris agées de 8 semaines, ont
recu une injection i.c.v de peptides APzs3s ou ABscambled, NOMmMées AR et Scb
respectivement dans la suite de ce chapitre. Elles ont été soumises aux évaluations
comportementales aprés une semaine de récupération post-opératoire,

Nous avons pu constater qu’'une semaine apres l'injection de peptide, les souris Scb
étaient capables de reconnaitre le bras nouveau du labyrinthe en Y et passaient
significativement plus de temps a I'explorer par rapport aux deux autres bras. En revanche,
le temps passé par les souris AR, a explorer chaque bras n’était pas différent du hasard, ce
qui indique gqu’elles étaient incapables de discriminer les bras familier et nouveau (Fig. 19A).
Concernant la mémoire de reconnaissance, les deux groupes de souris ont été capables
d’atteindre le critére d’inclusion dans I'analyse ; soit les 20 secondes d’exploration totale des
deux objets (Fig. 19B). Cependant, pendant la phase de test, aucun d’eux n’a été capable
de reconnaitre I'objet nouveau (Fig. 19C). Les performances observées dans ces deux tests
n’étaient pas associées a une différence du niveau d’anxiété entre les groupes ApB et Scb,
comme le montre la Fig. 19D. En effet, le temps passé dans les bras ouverts et fermés du

labyrinthe en croix surélevé était équivalent.
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Ainsi, une semaine aprés l'injection des peptides, la mémoire de reconnaissance spatiale a
court-terme était conservée chez les Scb uniquement tandis que la mémoire de
reconnaissance a long-terme était perturbée chez ces souris. Chez les souris AB, aucune
de ces deux mémoires n’a été préservée.

Trois semaines aprés l'injection i.c.v des peptides, les souris Scb ont conservé leur
capacité a reconnaitre le bras nouveau du labyrinthe en Y pendant la phase de test,
contrairement aux souris AB, qui en étaient toujours incapables (Fig. 19E). Dans le test de
la reconnaissance d’objet, malgré une bonne exploration des objets en phase d’acquisition
(Fig. 19F), ni le groupe Scb, ni le groupe AB ne parvenaient a distinguer 'objet nouveau
(Fig. 19G), bien qu’une amélioration ait été constatée par rapport a I'évaluation une semaine
aprés l'injection. De nouveau, le comportement de type anxieux ne distinguait pas ces deux
groupes, étant donné qu’ils exploraient de fagon similaire les compartiments éclairé et
sombre (Fig. 19H).

Par conséquent, les conclusions qui émergent concernant les altérations comportementales
induites par l'injection des peptides AB2s.35s 0u ABscrambles SONt S€NSiblement les mémes a une
semaine et a trois-semaines post-injection.

Enfin, cing semaines aprés I'opération intracranienne, les souris Scb, tout comme les
souris AB, n'ont pas réussi a identifier le bras nouveau (Fig. 191). En revanche, elles ont pu
différencier I'objet nouveau de I'objet familier (Fig. 19K), aprés avoir correctement exploré
les objets identiques (Fig. 19J). Le comportement de type anxieux n’a pas été réévalué a ce

stade.

b) Quantification des peptides amyloides endogénes AB4 et ABs2 en réponse a
I'injection.

Nous avons pu quantifier chez un petit nombre de souris, la quantité de peptides amyloides
murins générés dans I'hippocampe des souris Scb et AB. Nous avons observé qu’une
semaine aprés I'opération, la quantité de peptides Ao murins était fortement diminuée chez
les souris AR alors qu’elle tendait & augmenter trois semaines aprés l'injection (Fig. 20A,
20B). La quantité de peptides ABs2 murins formés a pu étre dosée uniquement trois
semaines aprés [linjection intracranienne. Bien que nous observions une élévation
importante de la quantité de peptide AB42 dans I'hippocampe des souris AR par rapport aux
souris Scb, cette différence n’atteint pas le seuil de significativité. On peut supposer que le

nombre de souris utilisées pour ce dosage est trop petit (Fig. 20C).
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Pour la suite du projet, sur la base des résultats obtenus, il nous a semblé opportun de
conserver le labyrinthe en Y pour évaluer la mémoire des souris en réponse a l'injection,
mais pas le test de la reconnaissance d’objet. En effet, le fait que les souris Scb ne soient
pas capables de reconnaitre I'objet nhouveau a une semaine, ni a trois semaines aprés
l'injection ne permet pas de les considérer comme de bons contrdles vis-a-vis des souris
AB. En revanche, la mémoire spatiale de reconnaissance a court-terme est restée intacte
chez les souris Scb jusqu’a 3 semaines aprés l'injection, ce qui n’était plus le cas aprés cing
semaines.

Nous avons considéré que trois semaines aprés l'injection, était un délai nécessaire et
suffisant pour que les effets du peptide injecté sur les capacités mnésiques des animaux
soient mesurables sans interférences avec les conséquences propres a la chirurgie. De
plus, la mesure de la quantité de peptides amyloides hippocampiques produits semble
indiquer qu’aprés ce délai les souris présenteraient aussi des altérations moléculaires de

type Alzheimer.

Il. Etude des effets préventifs potentiels d’un régime enrichi en
vitamine A sur la pathologie amyloide induite par I'injection i.c.v de

peptides AP2s.3s.

a) La supplémentation en vitamine A préserve la mémoire spatiale de

reconnaissance des souris injectées avec le peptide AB2s.3s.

L’exposition au régime enrichi ou non en vitamine A a débuté 3 semaines avant I'injection
intracranienne (a 'adge de 8 semaines) et s’est poursuivie jusqu’a la fin du protocole
expérimental (Fig. 21).

Trois semaines apreés l'injection du peptide dans les ventricules, nous avons observé que
les souris AR sous régime contrdle présentaient une altération de la mémoire spatiale de
reconnaissance dans le labyrinthe en Y, ce qui est conforme aux données obtenues lors de
la caractérisation comportementale du modéle. Leur exploration du bras nouveau n’était pas
statistiquement différente d’une exploration due au hasard (Fig. 22A). Cependant, le régime
enrichi en vitamine A a pu préserver les capacités de mémoire des souris AR+Vit.A dans le

labyrinthe en Y. En effet, leur exploration du bras nouveau était trés significativement
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supérieure a la valeur théorique d’une exploration due au hasard (Fig. 22A). Les souris Scb,

quel que soit le régime recu, ont également été en mesure de réaliser cette tache mnésique.

Le ratio de discrimination (DR) permet de comparer I'exploration des bras familier et
nouveau, indépendamment du bras de départ, sur la base de la distance parcourue dans
les bras. Les valeurs de DR obtenues pour chaque groupe confirment que seul le groupe
AB ne présentaient pas de bonnes performances de mémoire dans ce test (Fig. 22B).
Toutefois, la latence a entrer dans le bras nouveau était équivalente chez tous les groupes
(Fig. 22C). Le peptide injecté et le régime regu n’ont pas non plus influencé le comportement
de type anxieux de ces souris, évalué par le temps relatif passé dans les bras ouverts et
fermés du labyrinthe en croix surélevé (Fig. 22D). De méme, la latence a entrer dans un
bras ouvert du labyrinthe en croix n’a pas été influencée par le régime ni par le peptide regu
(Fig. 22E).

Sachant que le phénotype des souris AB est altéré dans le labyrinthe en Y, qui évalue une
mémoire spatiale a court-terme, nous avons également évalué leur mémoire spatiale a long-
terme, en utilisant le paradigme de la piscine de Morris. Nous n’avons pas observé d’effet
du peptide injecté sur les capacités d’apprentissage des souris, elles ont toutes été capables
d’apprendre la localisation de la plateforme de fagon équivalente. Cependant, un effet
significatif du régime enrichi en vitamine A a été observé sur l'efficacité d’apprentissage
(ANOVA-2-facteurs en mesures répétées : interaction jour d’apprentissage x régime
p=0.0244) (Fig. 22F). L’analyse subsidiaire de cette interaction a révélé une différence entre
les souris supplémentées et non-supplémentées au deuxiéme jour d’apprentissage
seulement (Mann-Whitney : 5Ul vs. 20 Ul, p=0.023).

Le jour du test, 72 heures aprés le dernier jour d’apprentissage, tous les groupes
expérimentaux ont parcouru une distance significativement plus importante dans le
quadrant cible (Fig. 22G). Ceci indique que tous les groupes ont pu se souvenir de la
localisation passée de la plateforme. Le groupe AB s’est démarqué en parcourant une
distance plus importante encore que ses congéneres.

Ensemble, nos résultats indiquent que l'injection i.c.v du peptide ABa2s.35 perturbe la mémoire
spatiale a court-terme sans affecter le comportement de type anxieux, conformément a ce
qui avait été obtenu lors de la caractérisation comportementale du modéle. Cependant, elle
ne perturbe pas la mémoire spatiale a long terme. La supplémentation en vitamine A a pu
exercer un effet protecteur sur I'altération de la mémoire spatiale a court-terme induite par

l'injection du peptide.
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b) L’injection de peptides AB2s.35 et I'activité de I’axe HPA.

Une hyperactivité¢ de l'axe Hypothalamo-Pitutaire-Adrénalien (HPA), impliqué dans la
régulation de la réponse au stress, a été décrite chez des patients Alzheimer (Swanwick et
al., 1998; Vyas & Maatouk, 2013; Canet et al., 2018; Yan et al., 2018; Caruso et al., 2019)
et constitue un facteur de risque de déclarer la MA (Jaroudi et al., 2017; Caruso et al., 2018;
2019). Il a été rapporté que linjection i.c.v de peptides AB2s.3s induit chez le rat une
hyperactivité de cet axe (Zussy et al., 2011; Brureau et al., 2013; Zussy et al., 2013; Pineau
etal., 2016). Or, I'activité de 'axe HPA est régulée par la voie de signalisation de I'AR (Aubry
& Odermatt, 2009; Marissal-Arvy et al., 2013; Bonhomme, Minni, et al., 2014; Bonhomme,
Pallet, et al., 2014; Brossaud et al., 2017; Bonhomme et al., 2019), en exercant notamment

une action modératrice.

Nous avons donc évalué si l'injection de peptides AB2s.3s avait un impact sur I'activité de
I'axe de notre modéle et si le régime enrichi en vitamine A pouvait 'empécher.

Nous avons observé qu’en conditions basales, le peptide et le régime regus n’influencent
pas la concentration circulante de corticostérone des animaux au début des phases inactive
et active (Fig. 23A). Cependant, il y a une tendance de la supplémentation en vitamine A a
augmenter cette concentration au début de la phase active (ANOVA-2-facteurs : effet du
régime, p=0.0603). La mesure de I'expression génique dans I'hippocampe des récepteurs
MRs et GRs, de la serum and glucocorticoid regulated kinase 1 (Sgk1) et de la 118-hydroxy-
steroid-dehydrogenase type 1 (11B3-HSD1), tous impliqués dans la régulation de I'axe HPA,
n'a pas révélé de différence entre les groupes expérimentaux (Fig. 23B). Toutefois, la
supplémentation en vitamine A tend a diminuer I'expression hippocampique de la 11(3-
HSD1, une enzyme qui régénére la forme active de la corticostérone (Dammann et al., 2019)
(ANOVA-2-facteurs : effet du régime, p=0.083).

Malgré le fait que 'ensemble des groupes semble présenter la méme activité de I'axe HPA,
la relation qui lie 'expression hippocampique de la 113-HSD1 et la distance parcourue dans
les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé est forte chez les souris Scb et absente
chez les souris AB, indépendamment du régime recu (Fig. 23C). Chez les souris Scb, le
temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe est trés fortement inversement corrélé a
I'expression hippocampique de la 11B-HSD1. Chez les souris AB, cette corrélation n’est pas

statistiquement significative.
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Ainsi, le peptide AB2s.35 n'a pas induit d’altération caractérisée de I'activité de 'axe HPA, et
le régime enrichi en vitamine A n’a pas non plus eu d’incidence notoire sur I'activité de cet

axe.

c) Lasupplémentation en vitamine A améliore la production hippocampique d’AR

des souris AB.

Afin de caractériser I'activité de la voie de signalisation de 'AR des souris Scb et A3, nous
avons mesuré la concentration sanguine de rétinol, 'expression génique des récepteurs de
'AR (les RARs et les RXRs) ainsi que I'enzyme de synthése de 'AR, la RALDHZ2, dans
I’hippocampe.

La concentration plasmatique de rétinol est augmentée par la supplémentation en vitamine
A (ANOVA-2-facteurs : effet du régime, p=0.0213) (Fig. 24A). L’injection de peptides AB2s.
35 N'a pas d’effet sur le niveau de rétinol sanguin.

L’expression des RARs semble étre diminuée chez les souris AR mais seule I'expression du
récepteur RARy est sujette a une interaction peptide x régime (ANOVA-2-facteurs :
interaction peptide x régime, p=0.053). Le seuil de significativité statistique n’étant pas
atteint, la comparaison des groupes entre eux n’est pas de mise, ni pour les RARs, ni pour
les RXRs (Fig. 24B). En revanche, nous avons obtenu une forte interaction peptide x régime
concernant I'expression hippocampique de I'enzyme de synthése de I'AR, la RALDH2
(ANOVA-2-facteurs : peptide x régime, p=0.0019). L’analyse post-hoc a révélé que
'expression de RALDH2 dans le groupe AB+vit.A était significativement supérieure a celle
des groupes Scb+vit.A et AR (Fig. 24B). Ces données montrent que la supplémentation en
vitamine A est capable de réduire la production d’AR chez les souris Scb tandis qu’elle
laugmente chez les souris AB. Par ailleurs, I'expression de cette enzyme est fortement
corrélée a l'activité exploratoire du bras nouveau dans le labyrinthe en Y chez les souris A

et tend a avoir I'effet opposé chez les souris Scb (Fig. 24C).

L’analyse de I'expression de six génes impliqués dans la production et 'accumulation des
peptides amyloides ne révéle pas d’effet du peptide injecté (Fig. 24D). Une tendance est
observée concernant I'expression d’ADAM10 qui semble plus faible chez les souris AR
comparativement aux souris Scb (ANOVA-2-facteurs : effet du peptide, p=0.0683), mais a
nouveau, le seuil de significativité statistique n’est pas atteint. En revanche, le régime enrichi
en vitamine A a induit une diminution significative de I'expression de 'APP695 des souris

supplémentées (ANOVA-2-facteurs : effet du régime, p=0.0133). Il apparait que cet effet est
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en grande partie dd a la diminution observée dans le groupe AB+vit.A. L'expression d’aucun
des autres génes étudiés n’a été influencée par I'apport de vitamine A. Une interaction
significative des facteurs peptide et régime a été obtenue pour I'expression de PS1, la sous-
unité catalytique de la y-secrétase, mais I'analyse post-hoc n'a pas permis de discriminer

les groupes significativement (ANOVA-2-facteurs : interaction peptide x régime, p=0.0413).

De facon intéressante, nous avons observé que lorsque les animaux ne sont pas séparés
selon le peptide ou le régime qu’ils ont regu, I'expression des ARNm de tous les RARs est
corrélée a I'expression hippocampique des ARNm d’ADAM10 et d’'IDE (Tableau 9). Cette
corrélation est particuliérement importante et significative pour les récepteurs RARa et
RARYy (Fig. 24E, 24F).

Ainsi, nos résultats suggérent que le régime enrichi en vitamine A a pu stimuler la production
d’AR dans I'hippocampe des souris AR+Vit.A, via une élévation de I‘expression génique de
son enzyme de synthése, la Raldh2. Cette augmentation d’expression était corrélée
positivement aux performances des souris injectées avec le peptide AB2s.as (AR et AR+Vit.A)
dans le labyrinthe en Y. Enfin, le peptide AB a légérement diminué I'expression d’ADAM10
dans 'hippocampe et le régime enrichi en vitamine A a diminué I'expression des ARNm du
précurseur des amyloides (APP), mais surtout I'expression des RARs corrélait positivement
avec I'expression des enzymes ADAM10 et IDE dans 'hippocampe de tous les groupes
confondus.

La figure 25 présente un schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus avec le

modele de souris AB-injectées.

D.Discussion

l. La caractérisation comportementale des souris AP.

L’étude des atteintes mnésiques lors de la mise au point du modéle a révélé que dans le
test de la reconnaissance d’objet, les souris Scb n’ont pas réussi a réaliser la tache a une
et trois semaines aprés linjection i.c.v, malgré une bonne exploration des objets a
'acquisition. Nous n’avons pas procédé a une phase d’habituation en amont de la phase
d’acquisition dans ce test, contrairement a ce qui est fait dans la littérature (Isono et al.,
2013; Lahmy et al., 2013; Meunier et al., 2013), ce qui peut expliquer leurs mauvaises

performances. Le fait que les souris AB, quant a elles, soient également perturbées dans la
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reconnaissance d’'objet était un résultat attendu car il a déja été rapporté (Lahmy et al., 2013;
Meunier et al., 2013).

En revanche, les souris Scb ont pu conserver une bonne mémoire spatiale a court terme
dans le labyrinthe en Y a une semaine et trois semaines aprés l'injection, mais pas a cinq
semaines. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’a la troisieme exposition au labyrinthe en Y,
celui-ci soit devenu familier pour ces souris au point qu’elles ne fassent plus la différence
entre bras familier et nouveau. Dans le méme temps, les souris AR étaient perturbées dans
ce test a chaque exposition au labyrinthe en Y. Ceci est cohérent avec les données
obtenues par Zussy et al., qui ont utilisé un protocole de T-maze similaire au notre chez le
rat et qui ont révélé des perturbations dans ce test a 1, 2, 3 et 6 semaines apreés l'injection
(Zussy et al., 2011; 2013).

Enfin, le comportement de type anxieux n’a pas été impacté par I'injection du peptide AB
chez notre modéle, contrairement aux travaux de Brureau et al. 2012, qui montraient une
diminution du temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe en croix a une et deux
semaines aprés l'injection mais pas a trois semaines (Brureau et al., 2013).

Sur la base de ces résultats et des données moléculaires obtenues, nous avons considéré
que l'utilisation du test du labyrinthe en Y, trois semaines aprés l'injection du peptide,
semblait réunir les conditions expérimentales les plus adaptées pour constituer notre
modéle de base, avant dévaluer les effets potentiellement bénéfiques d’une

supplémentation nutritionnelle en vitamine A sur les atteintes induites par le peptide AB2s.3s.

Il. La préservation de la mémoire des souris AB par le régime enrichi

en vitamine A

La supplémentation nutritionnelle en vitamine A s’est montrée bénéfique chez les souris
injectées avec le peptide AB2s.35 pour le maintien de leurs performances dans le labyrinthe
en Y. Ce résultat est concordant avec les données de la littérature qui montrent que la
vitamine A administrée par voie alimentaire a un effet bénéfique sur le déclin de mémoire
au cours du vieillissement chez les souris et les rats (Mingaud et al., 2008; Touyarot et al.,
2013; Bonhomme, Pallet, et al., 2014; Dumetz et al., 2019). C’est cependant la premiére
fois, a notre connaissance, que l'utilisation d’'une approche nutritionnelle impliquant de la
vitamine A est utilisée chez un modéle de la MA.

En revanche, l'effet bénéfique de la vitamine A n’est pas observé lorsqu’on utilise le

paradigme de la piscine de Morris. En effet, dans ce test, les souris AB2s.35 sous régime
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contréle n‘ont pas été perturbées dans leur apprentissage, ni dans la phase de test de la
mémoire. Ce résultat est contraire aux données obtenues dans plusieurs études, montrant
une altération de la mémoire spatiale a long-terme dans la piscine de Morris en réponse a
l'injection i.c.v du peptide AB2s.35 (Maurice, Lockhart, & Privat, 1996; Sun & Alkon, 2002;
Chavant et al., 2010; Zussy et al., 2011; 2013). L'utilisation de protocoles différents pour
I'apprentissage, ainsi que des délais variables entre la fin de I'apprentissage et le test sont

trés probablement en cause dans la divergence observée.

lll. L’influence de la supplémentation en vitamine A sur la protéolyse
de I’APP chez les souris AB.

Les données de la littérature qui mettent en avant les bénéfices de I'utilisation de
rétinoides dans un contexte de maladie d’Alzheimer rapportent l'inhibition par 'AR de la
production des peptides amyloides et la stimulation de leur élimination (Tableau 7).
L’injection du peptide AB2s.35 permet d'initier le processus pathologique de transformation
de I'APP et induit ainsi la production de peptides amyloides endogénes chez la souris
(Chavant et al., 2010; Meunier et al., 2013). Dans notre étude, nous avons souhaité évaluer
la capacité de la vitamine A, préalablement administrée par voie alimentaire, a empécher
ou a limiter ce processus.

Outre une tendance a la diminution de I'expression d’ADAM10, I'expression génique des
enzymes impliquées dans la production et I'élimination des peptides AB n'a pas été
significativement modifiée par 'injection du peptide AB2s.35. Ainsi, contrairement a ce qui est
décrit dans la littérature, 'accumulation de peptides amyloides endogénes pourrait ne pas

avoir été induite chez notre modéle.

Toutefois, une grande partie des travaux qui utilisent ce modéle d’injection i.c.v du peptide
ABa2s-35 ne fait pas nécessairement une caractérisation compléte des acteurs de la pathologie
amyloide. Le plus souvent, seule une analyse de lI'expression protéique de 'APP par
Western Blot et du fragment issu de son clivage par la B-sécrétase est réalisée et
s’accompagne parfois du dosage des peptides amyloides par ELISA (Zussy et al., 2011;
Lahmy et al., 2013; Meunier et al., 2013; Zussy et al., 2013). Ces travaux se concentrent
généralement davantage sur les conséquences fonctionnelles de l'injection du peptide,
comme par exemple l'altération de la plasticité synaptique (Sun & Alkon, 2002; Trubetskaya

et al., 2003; Isono et al., 2013), de la neurogénése hippocampique (Wang, Chen, Li, et al.,
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2015), ou de l'activité de 'axe HPA (Zussy et al., 2011; Brureau et al., 2013), et leur
incidence comportementale. Pineau et al. 2016 ont montré que l'injection i.c.v du peptide
AB2s3s5 induisait une augmentation de I'expression protéique d’APP, BACE1 et une
diminution d’'IDE dans I'hippocampe de rats (Pineau et al., 2016). Ainsi, 'absence de
modification de I'expression génique des enzymes clés de la voie pro-amyloide dans notre
modéle, n'est pas suffisante pour considérer que la production des peptides endogénes n’a
pas été impactée par I'AB2s.35. L’expression génique peut ne pas étre impactée, alors que
les protéines subissent des modifications de leur expression ou de leur activité. L’évaluation
de I'expression protéique de BACE, ADAM10 et IDE n’a pas révélé de différence entre nos
groupes (données non montrées). Ainsi, 'analyse de la production de ces peptides

endogeénes devra étre réalisée.

IV. L’effet bénéfique de la vitamine A sur la mémoire est indépendante

de la régulation de I’axe du stress.

Le modéle d’injection i.c.v de peptides APB2s3s est connu pour étre sujet a une
hyperactivité de I'axe HPA (Zussy et al., 2011; Brureau et al., 2013; Zussy et al., 2013;
Pineau et al., 2016). Or, une hyperactivité de cet axe serait un facteur de risque de
développer la MA et a été rapportée chez les malades (Swanwick et al., 1998; Vyas &
Maatouk, 2013; Canet et al., 2018; Caruso et al., 2018; Yan et al., 2018; Caruso et al., 2019).
Parallelement, une action régulatrice de la voie de signalisation de 'AR sur I'activité de I'axe
HPA a été décrite chez le rongeur (Marissal-Arvy et al., 2013; Bonhomme, Minni, et al.,
2014; Bonhomme, Pallet, et al., 2014; Brossaud et al., 2017; Bonhomme et al., 2019). Ces
éléments nous ont incité a vérifier si 'effet protecteur de la supplémentation en vitamine A
au niveau comportemental pouvait étre la conséquence de la restauration d’'une activité
normale de I'axe HPA en réponse a l'injection du peptide.

Contrairement aux données de la littérature, nous n’avons pas retrouvé de modification
de l'activité de 'axe HPA chez les souris AB. En premier lieu, nous n’avons pas obtenu
d’augmentation de la concentration circulante de corticostérone qui a été largement
rapportée dans la littérature (Zussy et al., 2011; Brureau et al., 2013; Zussy et al., 2013,

Wang et al., 2018; Jayasingh Chellammal et al., 2019). L’évaluation de I'expression génique
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des MRs, des GRs, de Sgk1 et de la 11p-Hsd1 n’a pas non plus révélé de phénotype
spécifique du groupe AB chez notre modeéle.

Cette absence de phénotype AB peut s’expliquer par le fait que, malgré la toxicité reconnue
de ces peptides, six semaines aprés leur injection dans les ventricules de souris jeunes
adultes, elles ont pu développer des mécanismes compensatoires leur empéchant de subir
une dérégulation durable de I'axe HPA. Ainsi, une évaluation de son état d’activité plus
proche de linjection intracranienne aurait pu étre davantage informative sur la perte
potentielle de régulation de son activité induite par le peptide ABa2s.3s.

Cependant, le niveau d’anxiété des animaux n’a pas permis de distinguer les souris Scb et
les souris A, trois semaines apres l'injection du peptide. Il en est de méme lors de la mise
au point du modéle, a une semaine et trois semaines aprés l'injection intracranienne. Bien
que des dérégulations moléculaires puissent se produire avant que leurs conséquences
comportementales ne soient détectables, les données que nous avons obtenues convergent
vers une absence de modification de I'état d’activité de 'axe HPA due au peptide. Toutefois,
le temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe en croix corrélait négativement avec
I'expression de la 11B-Hsd1 chez les souris Scb, mais pas chez les souris ABR. Ceci suppose
que les souris Scb seraient d’autant plus anxieuses que I'expression de cette enzyme est
importante, comme suggéré par les travaux de Wheelan et al. 2018 qui montrent que la
déficience de 11B-Hsd1 atténue les symptdomes anxieux chez la souris (Wheelan et al.,
2018), mais que chez les souris AR, cette association serait perdue. Néanmoins, nous ne
disposons pas déléments permettant de confirmer cette supposition. Ainsi, c’est
probablement par d’autres mécanismes que le régime enrichi en vitamine A est parvenu a

préserver la mémoire de ces animaux.

V. Les mécanismes qui sous-tendent la préservation de la mémoire

des souris AB par la vitamine A.

Nos résultats suggérent que l'injection des peptides AB2s3s a perturbé la voie de
signalisation de I'AR. En effet, le profil d’expression des récepteurs RARs et de 'enzyme de
synthése de I'AR, Raldh2, dans [I'hippocampe des différents groupes indique que
'exposition au régime enrichi en vitamine A, n’induit visiblement pas les mémes
conséquences chez les souris Scb et chez les souris AB. En effet, 'augmentation de
I'expression de la Raldh2 chez les souris AB en réponse a la vitamine A, laisse supposer

que la prévention des altérations de mémoire pourrait étre directement liée, chez ces
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animaux, a une augmentation de la production d’AR hippocampique. Ceci est cohérent avec
la corrélation positive que nous mettons en évidence entre les performances des animaux
dans le labyrinthe en Y et I'expression de la Raldh2. Cette corrélation suggére en effet que
le niveau de performance des animaux AB est fonction de la synthése d’AR. Chez les souris
Scb cette corrélation est négative et suggere que 'augmentation de 'AR hippocampique
conduit au contraire a des altérations mnésiques. Cette différence nous laisse supposer que
le niveau d’activité de la voie des rétinoides dans le cerveau de ces deux groupes
expérimentaux est a 'opposé aprés l'injection. Un effet bénéfique de 'AR a toujours été
rapporté chez des animaux qui présentent une faible activité de la voie des rétinoides, (liée
au vieillissement ou a la carence en vitamine A (Bonnet et al., 2008; Mingaud et al., 2008;
Bonhomme, Minni, et al., 2014; Bonhomme, Pallet, et al., 2014)). Cependant, I'AR peut se
montrer délétére chez les animaux qui ont une activité normale de la voie des rétinoides
(i.e. un niveau d’AR suffisant) (animaux jeunes, ou présentant un statut optimal en vitamine
A) (Goodman & Pardee, 2003; McCaffery et al., 2003; Crandall et al., 2004; Adams, 2010;
Oliveira, 2015).

Cet effet de la production d’AR sur les performances mnésiques va dans le sens de la
nécessité de maintenir une régulation fine de la concentration d’AR dans le cerveau pour

garantir le maintien des performances de mémoire.

Par ailleurs, la forte corrélation positive entre I'expression des récepteurs de I'AR et
I'expression de Adam10 ou lde conforte I'idée que la voie de signalisation de I'AR a un effet
modérateur vis a vis de la pathologie amyloide. Les corrélations que nous avons obtenues
ont déja été rapportées chez un modéle d’injection intra-hippocampique de peptides ARz
chez le rat (Zeng, Li, et al., 2017) et sont dans la lignée des données déja existantes qui
montrent qu’une stimulation avec de I'’AR augmente I'expression génique et protéique
d'ADAM10 et d’'IDE (Melino et al., 1996; Tippmann et al., 2009; Jarvis et al., 2010;
Holthoewer et al., 2012; Goncalves et al., 2013; Kawahara et al., 2014).

De plus, ADAM 10 est la protéase clé du processus non-amyloidogénique de clivage
de 'APP. L’augmentation de son expression est donc en faveur d’'une atténuation du
processus de production des peptides amyloides (Tippmann et al., 2009; Jarvis et al., 2010;
Agostinho et al., 2015; Peron et al., 2018). IDE est une protéase clé dans la dégradation
des peptides amyloides (Nalivaeva et al., 2012), 'augmentation de son expression est donc

en faveur d’'une moindre accumulation de ce peptide. Cependant, les effets de la vitamine
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A sur I'expression génique des enzymes de la voie amyloidogénique n’ont pas été assez
saillants pour pouvoir considérer que c’est par leur intermédiaire que le régime a permis de
préserver la mémoire des souris AB. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure que la
signalisation de 'AR exerce une action sur I'expression d’autres molécules empéchant
'accumulation des peptides AB. En effet, 'apoE ou la néprilysine, impliquées dans la
clairance des amyloides, sont également régulées par la signalisation de 'AR (Cramer et
al., 2012; Goncalves et al., 2013; Zhao et al., 2014; Clemens et al., 2018).

L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude apporte des arguments en faveur
d’une relation entre I'élévation de la production hippocampique d’AR, induite par un régime
enrichi en vitamine A et le maintien des performances mnésiques des souris AR dans le

labyrinthe en Y. Cependant, ils ne permettent pas d’élucider les mécanismes en jeu.

VI. Conclusion

Le modéle d’injection i.c.v de peptides ABzs.35 s’est montré difficile a mettre en ceuvre. En
effet, les observations comportementales que nous avons faites ont souvent été en
contradiction avec les données de la littérature, notamment le test de la reconnaissance
d’'objet, la piscine de Morris ou encore le labyrinthe en croix surélevé (Sun & Alkon, 2002;
Zussy et al., 2011; Brureau et al., 2013; Isono et al., 2013; Lahmy et al., 2013; Zussy et al.,
2013). De plus, au niveau moléculaire, nos résultats n’'ont pas permis de fournir d’éléments
qui prouvent de fagon indiscutable que l'injection de ces peptides a effectivement initié le
processus pathologique de la production d’espéces amyloides.

Malgré cela, les données que nous avons obtenues forment un faisceau d’arguments en
faveur d’'une perturbation de la voie de signalisation hippocampique de I'AR par l'injection
de peptides AB2s3s et d’'un effet préventif d’'un apport nutritionnel vitamine A sur ces
processus. En particulier, nos résultats laissent supposer que I'administration de vitamine A
par voie alimentaire a pu induire une élévation du niveau hippocampique d’AR. Ceci avait
déja été observé chez des animaux agés (Dumetz et al, 2019). Or, cet effet semble
n’intervenir que chez les souris AB-injectées, ce qui va dans le sens d’'une spécificité de

I'action bénéfique du régime enrichi en vitamine A chez les souris AB.

84



E.Figures

Labyrinthe en Y Reconnaissance d’objet EPM / Light-dark box

A _ B Acquisition C Test | D
100- o8 20- 20- | 100-

[ Departure
80- B3 Familiar
KKk Novel

-
(3]
1
-
(4]
1
oo

75+

60
Chance 504

401 °e

Exploration (s)
3
Exploration (s)
3

[é]
1
3]
1

25
20 °
@9

Time spent in arms (%)

1 semaine post-injection
Time spent in arms (%)

o L2
Closed Open

E F Acquisition T ‘ H .
c Test Equisitlo G o5t Light-Dark box
o 100+ 20 20+ 006 100+
E=] . °
o o [ Departure 0.06 Q o o
L < g o E53 Familiar e < e
€ o *% o — 15 008 — 15- P
T £ EZ1 Novel » ° » _°|_°_ S S
£ o o
g T 60 x S h S ° | g
o E o ® ° T 10415 ---Chance ‘@ 10 --- Chance =
3 c 3 e’ © % ‘6 ‘6 o° ] =
@ G4, M o, 3 ||° s ||° 3
= > e = -B - Chance >3 53 . Q
£ o Bifsia w5 w5 o
o £ 20 oo :: 'g
» o
™ oLl olle ol 112
Sch AB Scb AB Scb AB | Dark Light

| Test J Acquisition K  Test
S 100- 20- 20-
g <3 o [ Departure "
T u 80 ° B3 Familiar — 154 154 *
T £ - =1 Novel O 2 . o
gEa T Rl i

. = ° E=] Ny i
@ b L& :'i g 10-r= --- Chance g 10 °:° --- Chance
£ 8 401 ° ol ?Q{ ® :Q<-
G 5
g o) w54 w54
® £ 20
o =
0 o Lin2liz2l}12) o112 o110
Scb Scb AB Scb AB

Figure 19 — Caractérisation comportementale du modéle d'injection i.c.v. de peptides APas.s.

Les données sont exprimées selon la moyenne +/- 1’écart standard a la moyenne.

(A-D): Une semaine apres I’injection du peptide. (A) : Temps d’exploration relative des bras de départ,
familier et nouveau du labyrinthe en Y, pendant la phase de test. (B) : Exploration de 1’objet droit pendant
la phase d’acquisition du test de la reconnaissance d’objet. (C) : Exploration de I’objet nouveau pendant
la phase de test de la reconnaissance d’objet. (D) : Temps relatif passé dans les bras fermés et ouverts du
labyrinthe en croix surélevé. T-test non apparié : Scb vs. AP, p=0.07. (E-H) : Trois semaines aprés
I’injection du peptide. (E) : Temps relatif d’exploration des bras de départ, familier et nouveau du
labyrinthe en Y, pendant la phase de test. (F) : Exploration de 1’objet droit pendant la phase d’acquisition
du test de la reconnaissance d’objet. (G) : Exploration de 1I’objet nouveau pendant la phase de test de la
reconnaissance d’objet. (H) : Temps relatif passé dans les compartiments sombre et éclairé de la boite. (I-
K) : Cing semaines aprés I’injection du peptide. (I) : Temps relatif d’exploration des bras de départ,
familier et nouveau du labyrinthe en Y, pendant la phase de test. (J) : Exploration de I’objet droit pendant
la phase d’acquisition du test de la reconnaissance d’objet. (K) Exploration de I’objet nouveau pendant la
phase de test de la reconnaissance d’objet.

Statistiques : One-sample T-test de comparaison a la valeur théorique du hasard : *p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001.
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Figure 20 — Quantité de peptides amyloides murins endogénes totaux produits suite a 1’injection
i.c.v de peptides AP2s.3s.

(A) : Quantité de peptides AP4o produits retrouvée dans I’hippocampe une semaine post-injection. (B) :
Quantité de peptides AP4o produits retrouvée dans 1’hippocampe trois semaines post-injection. (C) :
Quantité de peptides APs produits retrouvée dans I’hippocampe trois semaines post-injection.
Statistiques : T-test non-apparié : Scb vs. A, ****p<0.0001
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Figure 21 — Déroulement du protocole expérimental utilisé pour I'évaluation des effets bénéfiques
d'un régime enrichi en vitamine A sur les altérations induites par l'injection i.c.v de peptides A2s-3s.
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Figure 22 — Etude des effets d’un régime enrichi en vitamine A sur le comportement des souris injectées
avec le peptide A2s-3s.

(A) : Temps relatif passé chaque bras du labyrinthe en Y pendant la phase de test. (B) : Ratio de
discrimination de I’exploration des bras nouveau et familier sur la base de la distance parcourue. (C) :
Latence a entrer dans le bras nouveau du labyrinthe en Y pendant la phase de test. (D) : Distance relative
parcourue dans les bras ouverts et les bras fermés du labyrinthe en croix surélevé. (E) : Latence a entrer
dans un bras ouvert du labyrinthe en croix surélevé. (F) : Courbes d’apprentissage de la localisation de la
plateforme dans la piscine de Morris. (G) : Distance parcourue dans le quadrant cible au cours de la phase
de test de la piscine de Morris, 72 heures aprés le dernier jour d’apprentissage. Les groupes associés a la
méme lettre ne sont pas différents statistiquement.

Statistiques : One-sample t-test de comparaison a la valeur théorique du hasard : *p<0.05, **p<0.01(A, B,
G). ANOVA-2-facteurs : pas d’effet du peptide, ni de la supplémentation, p=NS (B, D). ANOVA-2-
facteurs en Mesures Répétées : interaction régime x jour d’apprentissage : p=0.0244 (F). Test de Kruskal-
Wallis (p=NS) (C, E) ; (p<0.01), suivi d’une analyse post-hoc de Dunn : a vs. b, p<0.05 (G).
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Figure 23 — Caractérisation de 1'état d'activité de 1'axe HPA en réponse a l'injection i.c.v du peptide Afas.
35 et a I’exposition au régime enrichi en vitamine A.
(A) : Concentration plasmatique de corticostérone prélevée en conditions basales au début de la phase
inactive (8h) et de la phase active (19h). (B) : Expression hippocampique des génes codant pour les MRs,
les GRs, la Sgk et la 113-HSD1. La ligne en pointillés sépare les génes dont 1’expression a été rapportée
sur I’axe des ordonnées de gauche ou de droite. Corrélation entre la distance parcourue dans les bras
ouverts du labyrinthe en croix surélevé et I’expression hippocampique de la 11B-HSD1 chez les souris
injectées avec le peptide APscrambied (Scb) ou APosis (AP), indépendamment du régime regu.
Abbréviations : MRs, Récepteurs des Minéralocorticoides ; GRs, récepteurs des Glucocorticoides ; Sgkl,
Serum and Glucocorticoid regulated Kinase 1 ; 113-HSDI, 11p-Hydroxystéroide Déshydrogénase de type
L
Statistiques : ANOVA-2-facteurs : tendance a I’effet du régime (A,B). Régression linéaire (C).
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Figure 24 — Evaluation de I’expression des récepteurs de I'AR et des génes impliqués dans l'accumulation
de peptides Ap.

(A) : Concentration plasmatique de rétinol. (B) : Expression hippocampique des génes impliqués dans la
voie de signalisation de I’AR : les récepteurs de ’AR ; RARa, RARP, RARy, RXRa, RXRp, RXRy, et
I’enzyme de synthese de I’AR, la RALDH?2. La ligne en pointillés sépare les génes dont I’expression a été
rapportée sur I’axe des ordonnées de gauche ou de droite. (C) : Corrélation entre la distance parcourue
dans le bras nouveau du labyrinthe en Y et I’expression hippocampique de la RALDH?2 chez les souris
injectées avec le peptide APscrambled (Scb) ou APzsss (AP), indépendamment du régime recu. (D) :
Expression hippocampique des génes impliqués dans la production et I’accumulation des peptides AP :
I’APP695, ADAM10, BACE, IDE, PS1, PS2. La ligne en pointillés sépare les génes dont I’expression a
été rapportée sur I’axe des ordonnées de gauche ou de droite. (E-G) : Corrélation entre 1’expression
génique A’ADAMI10 et de RARa (E), d’IDE et de RARa (F) et d’IDE et de RARY dans I’hippocampe de
tous les groupes expérimentaux confondus.

Abbréviations : RAR, Retinoic Acid Receptor ; RXR, Retinoid X Receptor ; RALDH?2, Retinaldéhyde
Déshydrogénase de type 2 ; APP, Amyloid Précursor Protein ; ADAMI10, A Disintegrin And
Metalloprotease 10 ; BACE1, Beta Amyloid Cleaving Enzyme 1 ; IDE, Insulin Degrading Enzyme ; PS1,
PS2, Présenilin 1 et 2. Statistiques : ANOVA-2-facteurs : effet du régime (A, D) ; effet du peptide (D) :
p=0.07 ; interaction régime x peptide, & p=0.053 pour RARY,(B), & p=0.002 pour RALDH2 (B), &
P=0.041 pour PS1 (D). Analyse post-hoc avec le test de Dunn pour RALDH2 (B) : *p<0.05 ; **p<0.01.
Régression linéaire (C, E, F, G).
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Tableau 9 — Récapitulatif des corrélations linéaires entre l'expression hippocampique des
récepteurs des rétinoides et I'expression d'ADAMI10 et d'IDE de tous les groupes expérimentaux
confondus.
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'

ABy.3; SYNTHESE DES RESULTATS OBTENUS CHEZ LE MODELE A

Le régime enrichi en vitamine A préserve la mémoire spatiale a court-terme
des souris AB.

Le régime enrichi en vitamine A a induit une augmentation de I’expression
de la Raldh2, laquelle corréle positivement avec les performances de
mémoire des souris AB. Ceci suggéere que la préservation de la mémoire
par le régime impliquerait une augmentation de la production
hippocampique d’AR.

® OO

Le régime enrichi en vitamine A n’a pas eu d’effet sur I'’expression
hippocampique des enzymes de synthése des peptides Ap.

Cependant, I'expression des récepteurs de I’AR est associée a plus de
production des enzymes protectrices vis-a-vis de ces peptides, ADAM10 et
IDE.

Pathologie amyloide
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Figure 25 — Schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus avec le modele de souris Ap.
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Chapitre 2 :

ETUDE DES EFFETS PREVENTIFS D’UN
REGIME ENRICHI EN VITAMINE A SUR
LES PERFORMANCES MNESIQUES ET
L’EVOLUTION DE LA
NEUROPATHOLOGIE ALZHEIMER CHEZ
LE MODELE DE SOURIS 3xTg-AD.
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Résumé

La vitamine A (VA), par lintermédiaire de l'acide rétinoique (AR), son métabolite actif,
soutient de nombreuses fonctions physiologiques dans I'organisme telles que le maintien
de la fonction cognitive au cours de la vie. Bien que son implication dans la maladie
d’Alzheimer (MA) ait été peu étudiée, des données suggérent qu'une altération de la
signalisation cérébrale de I'AR est associée a 'accumulation de peptides amyloides- (AB).
Dans cette étude, nous avons évalué la capacité d’un régime enrichi en VA (20 Ul/g) d’'une
durée de six mois a prévenir la neuropathologie de type Alzheimer chez le modéle de souris
3xTg-AD. Le régime enrichi en VA a préservé les performances de mémoire des souris
3xTg-AD agées de 14 mois dans le labyrinthe en Y. La supplémentation en VA a eu un effet
opposé sur la signalisation hippocampique de 'AR des males et des femelles, témoigné par
une augmentation et une diminution de I'expression génique des récepteurs de I'AR chez
les males et les femelles respectivement. Le régime enrichi en VA a également réduit
I'accumulation hippocampique de peptides ABao et AB42 ainsi que la phosphorylation de la
protéine tau sur I'épitope PHF1 chez les males. En revanche, le régime n’a pas eu d’effet
sur la phosphorylation de tau des femelles et a méme induit une élévation de la quantité
hippocampique de peptides AB. L’expression hippocampique de RXRp était négativement
corrélée avec la quantité de peptides AR solubles et insolubles dans I'hippocampe chez les
deux sexes. Ensemble, nos résultats suggerent qu’'une exposition chronique au régime
enrichi en VA pourrait exercer des effets bénéfiques sur la neuropathologie Alzheimer plus

particulierement chez les males.
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Abstract

Vitamin A (VA), via its active metabolite retinoic acid (RA), has multiple important
physiological roles including maintenance of cognitive function with advancing age. Although
its role in Alzheimer’s disease (AD) has been the subject of limited investigations, data
suggest that impaired brain VA signaling is associated with accumulation of B-amyloid
peptides (AB). In the present study, we evaluated the preventive action of a 6-month dietary
VA supplementation (20 1U/g) in the 3xTg-AD mouse model of AD neuropathology. High VA
diet preserved memory performance in the Y maze of 14-month-old 3xTg-AD mice. VA
supplementation affected hippocampal RA signaling in an opposite way in males and
females, showed by an increased and decreased mRNA expression of RA receptors in each
sex respectively. VA-enriched diet also reduced the amount of hippocampal ABso and ABa42
and the phosphorylation of tau protein at the PHF1 epitope in males. The VA-enriched diet
had no effect on tau phosphorylation in females, and even worsened their hippocampal
amyloid load. The expression of RXRp in the hippocampus was negatively correlated with
the amount of both soluble and insoluble AB in males and females. Together, our data
suggest that chronic exposure to a VA-enriched diet may exert beneficial effects in AD,

particularly in males.
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Male-specific preventive effect of dietary vitamin A supplementation in the 3xTg-AD

model of Alzheimer’s disease neuropathology.
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A.Introduction

Among the 47 million people affected by dementia in the world (Winblad et al., 2016), 27
million have been diagnosed with Alzheimer’s disease (AD) (Silva et al., 2019), and this
number is estimated to triple by 2030 (Winblad et al., 2016) constituting a social and
economic burden. AD involves numerous cognitive alterations ranging from memory loss to
language and executive function impairments (Skaper, 2012; Scheltens et al., 2016; Silva
et al., 2019). The final AD diagnosis is made post mortem (Ballard et al., 2011), with the
observation of two characteristic histopathological hallmarks in the brain; namely the
presence of (i) insoluble B-amyloid peptides (AB) in the extracellular compartment, referred
to as amyloid pathology, and (ii) neurofibrillary tangles, consecutive to excessive and
abnormal phosphorylation of tau protein inside the neurons, thus referred to as tau pathology
(Montine et al., 2012; Tremblay et al., 2017).

The risk of developing AD strongly increases with aging, concurrently with the decrease
of vitamin A (VA) signaling, a fundamental vitamin for the adult brain function (Mey &
McCaffery, 2004; Lane & Bailey, 2005; Ransom et al., 2014; Stoney & McCaffery, 2016).
VA (all-trans-retinol) is exclusively obtained in food and its circulating concentration is
permanently maintained around 2 uM (Harrison, 2012; Li et al., 2014). When needed by
target organs, such as the brain, retinol is taken up from the circulation by target cells and
is metabolized into retinoic acid (RA), its active metabolite. RA binds to ligand-inducible
receptors in the nucleus, such as Retinoic Acid Receptors (RARs) and Retinoid X Receptors
(RXRs) belonging to the nuclear receptor superfamily (Lane & Bailey, 2005; Blomhoff &
Blomhoff, 2006; Ransom et al., 2014), triggering the transcription of genes involved in
cognition, especially learning and memory processes (Lane & Bailey, 2005; Olson & Mello,
2010; Shearer et al., 2012). In the elderly, a reduced serum retinol concentration has been
described (Succari, Garric, Ponteziere, Miocque, & Cals, 1991a; Leotsinidis et al., 2000) and
associated with cognitive decline assessed with several cognitive tests, including MMSE
(Zeng, Chen, et al., 2017; Huang et al., 2018).

Lower expression of RARa and RXRp in blood peripheral mononuclear cells was also
reported in old (65 years old) versus young (25 years old) individuals (Feart, Pallet, et al.,
2005; Brtko et al., 2007). Likewise, a decrease in serum retinol and brain RARs and RXRs
expression is observed in aging rodents and associated to memory alterations (Enderlin,
Alfos, et al., 1997; Enderlin, Pallet, et al., 1997; Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba,
Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001b; Mingaud et al., 2008; Touyarot et al., 2013). In preclinical
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intervention studies, the administration of pharmacological RA to aged mice enhanced their
synaptic plasticity and improved their relational memory, but not when RA was co-
administered with CD3106, a RAR-antagonist (Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba,
Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001b). Similarly, VA-enriched diet improved hippocampal
neurogenesis and spatial memory performances of middle-aged Wistar rats, in the Morris
Water maze (Touyarot et al., 2013). Along the same lines, other studies have enlightened
the beneficial effect of RA administration or VA-enriched diet on the cognitive performances
of aging rodents (Feart, Pallet, et al., 2005; Mingaud et al., 2008; Bonhomme, Pallet, et al.,
2014).

There is growing literature strengthening the idea that retinoids could be a therapeutic
option in Alzheimer’s disease (AD) (Goodman, 2006; Lee et al., 2009; Lerner et al., 2012;
Ono & Yamada, 2012) as the stimulation of retinoid signaling regulates multiple targets
involved in Alzheimer neuropathology, such as AB-producing enzymes (Ding et al., 2008;
Koryakina et al., 2009; Tippmann et al., 2009). Furthermore, lower levels of serum retinol
have been reported in AD patients compared to age-matched controls (Bourdel-Marchasson
et al., 2001; Rinaldi et al., 2003; Lopes da Silva et al., 2014), along with decreased
expression of RARs and RALDH, the RA-synthesis enzyme, in the brain of AD patients
(Corcoran et al., 2004). Finally, VA deficiency induces AB accumulation in vivo (Corcoran et
al., 2004), and on the contrary, the presence of AB peptides shuts down RA synthesis in
vitro (Goncalves et al.,, 2013), suggesting a vicious circle between a reduced retinoid
signaling activity and the onset of amyloid pathology in the brain.

We therefore hypothesized that maintaining appropriate retinoid signaling in the brain during
aging could be achieved by increasing the dietary intake of VA in an animal model of AD
neuropathology. In the present work, we evaluated the preventive effect of a VA-enriched
diet on memory abilities and neuropathology of the 3xTg-AD mouse model of AD, which

progressively develop both hallmarks characteristic of AD; amyloid- and tau-pathologies.
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B. Material and Methods

All experiments performed on the animals were approved by the Canadian Council of Animal

Care and Laval University ethical committee of animal protection.

1. Animals and diets

Male and female 3xTg-AD (Tg) mice were used (APPswe, PS1m146v, Taupsoi) to model AD
neuropathology and were compared to nontransgenic (NTg) mice on the same genetic
background (C57BL6/129SvJ), all of which were produced concomitantly in our animal
facility. They were housed in collective cages of 1 to 5 animals in a 12h/12h light/dark cycle
and had ad libitum access to food and water. They were split into experimental groups
differing by the diet they received; either a control diet providing a basal VA supply of 5 |U/g
incorporated into the pellets or a vitamin-A-enriched diet containing 20 1U/g of VA (UPAE,
INRA, Jouy-en-Josas, France). Both diets are isocaloric and are distinguishable only on the
basis of the amount of VA they contain. They provide 3.3 kcal/g (14% lipids from soy and
groundnut oils and 60% carbohydrates, mostly from starch). The composition of the diet is
detailed in Table 10. Dietary exposure started when animals were 8-month-old, before the
occurrence of massive AD neuropathology and associated cognitive alterations. Animals
received either diet for 6 months, until 14 months of age. Animals and diets were weighted
every two weeks. The four experimental groups are referred to as NTg, NTg+vitA, Tg,
Tg+vitA.

Il. Behavioral assessment

Ymaze. The protocol is based on a the two-trial spatial recognition task proposed by Dellu
et al. 2000 (Dellu et al., 2000). In the first trial (acquisition), animals were placed in a
departure arm of the apparatus, randomly assigned for each mouse, and allowed for a free
exploration of only two arms of the maze for 5 minutes. Immediately after, they were returned
to their home cages for an hour. For the second trial (test), they were replaced in the same
departure arm and allowed to freely explore the whole maze for 5 minutes. Light intensity in
the center of the maze was 25 lux. Animals that spent more than 90% of the time in the
departure arm during the acquisition or the test phase were excluded from the statistical
analysis. This criterion led to the exclusion of 14 animals (8 females of which 5 are of the

3xTg-AD genotype and 6 males, of which 3 are of the 3xTg-AD genotype, regardless of the
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diet they received. The discrimination ratio (DR) was calculated as follows: DR = (distance
travelled (cm) in: novel arm — familiar arm) / (distance travelled in: novel arm + familiar arm)
x 100.

Light-dark box. To assess anxiety-like behavior, animals were placed in the dark
compartment of the box and had 5 minutes to dare enter and explore the anxiogenic light
compartment (235 lux in the center). Each compartment measured 20 x 20 x 20 cm
(Arsenault et al., 2013; St-Amour et al., 2014).

Open Field. Locomotor activity of mice was assessed individually in a 40 x 40 cm plexiglass

box and recorded by an automated recording of photobeam breaks over a period of 30 min.

lll. Tissue collection and protein extraction

Animals received a dose of ketamin-xylazin mix (100 mg/kg of ketamin and 10 mg/kg of
xylazin) and were maintained on a heating pad to maintain body temperature, until they were
deeply anesthetized. Then, blood was collected intracardially, and animals were perfused
with 50 ml of cold PBS containing protease and phosphatase inhibitors, delivered at a rate
of 8ml/min. Hippocampi were collected and snap-frozen on dry ice.

For protein extraction, hippocampi were homogenized in Tris-buffered saline (TBS) and
sequentially centrifuged in order to allow a separation between a TBS-soluble cytosolic
fraction, a detergent-soluble membrane fraction and an detergent-insoluble fraction (formic
acid extracts) as described (St-Amour et al., 2014; Tournissac et al., 2019). After the first
centrifugation, supernatant being the TBS-soluble protein fraction was collected and stored
at -80°C. The remaining pellet was dissolved in a lysis buffer containing detergents, (150
mmol/L NaCl, 10 mmol/L NaH;PO4, 0.5% sodium deoxycholate, 0.5% sodium dodecyl
sulfate, 1% Triton X-100) with protease and phosphatase inhibitors and centrifuged (100,000
g, 20 min, 4°C). The supernatants corresponding to the detergent-soluble membrane protein
fraction were collected and stored at -80°C. The remaining pellet was solubilized in formic
acid (99%) and centrifuged (100,000 g, 20 min, 4°C). The supernatants corresponding to
the detergent-insoluble protein fraction was evaporated at room temperature for three days.
The dry residue was resuspended in guanidine 50 mM (Vandal et al., 2015).

After protein extraction, the quantification of protein content is each sample was determined
for the cytosolic soluble and membrane protein fractions only, by using a BCA Protein Kit
Assay (Pierce™, ThermoFisher Scientific, USA).
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IV. ABso and AB42 quantification

The amount of both human AB4 and AB42 was determined in the TBS-soluble and detergent-
insoluble (formic acid extracts) fractions generated from the hippocampus of 3xTg-AD mice
using an ELISA kit (Wako, Osaka, Japon), according to the manufacturer’s instructions.
Insoluble amount of amyloid was related to the weight of hippocampus before

homogenization. Absorbance was read at 450 nm.

V. Western Imnmunoblotting

Western Blot analysis was performed on mouse hippocampal cytosolic and membrane
protein fractions. The protocol used is described elsewhere (Vandal et al., 2014). Briefly, 20
Mg of proteins of each sample were loaded on an acrylamide gel (10%) and separated by
SDS-PAGE Electrophoresis. Then, samples were transferred on a PDVF membrane, that
was blocked with a solution of milk (milk 5%, BSA 0.5%) for one hour. The membrane was
then incubated with primary antibodies overnight at 4°C followed by an incubation with
secondary antibodies. The luminescence produced by the addition of chemiluminescent
reagents on the membrane was recorded with ChemiDoc system (Biorad). The
quantification was performed with ImageLab software (Biorad). All samples were placed on

the same gel. The antibodies used are provided in Table 11.

VI. Real-time PCR (RT-PCR)

Total hippocampal RNAs were extracted using TRIzol Reagent™ (Invitrogen, Saint Aubin,
France). RNA integrity, concentration and purity were obtained by the use of both RNA 6000
Nano LabChip kit for Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop™ technologies, Fisher
Scientific) and 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Then, 1 ug of RNA was reverse
transcribed into cDNAs using oligodT, random primers and ImProm Il reverse transcriptase
(Promega, Charbonniéres-les-Bains, France) according to the manufacturer’s instructions.
The real-time PCR was operated with the LightCycler 480 system (Roche Diagnostics) and
both GAPDH and actin served as housekeeping genes as their expression was equivalent
in all experimental groups. mRNA relative quantification was obtained with the GenEx™
MultiD software (Géteborg, Sweden), using the comparative threshold method described
elsewhere (Pfaffl, 2001).
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VIl. Plasmatic Retinol

Plasma samples containing retinol were solubilized in hexane added with butylated
hydroxytoluene (BHT) as an antioxidant, after the addition of internal standard solution (a-
tocopherol). Following thorough vortex, samples were centrifuged for 2 min at 12000 rpm at
room temperature. Then, samples were submitted to azote evaporation and dry residue
containing retinol was resuspended in methanol. The amount of retinol was measured by
HPLC (UV detection) (Marissal-Arvy et al., 2013).

VIII. Statistical analysis

Data are expressed as mean +/- SEM. Statistical significance was set at p<0.05. To compare
groups to each other, equality of variances between groups was assessed for each
measurement using Bartlett's test. When variances were equal, three-way-ANOVA was
performed to assess the effects of the following independent factors: genotype, VA
supplementation and sex. When the effect of sex was significant, the analysis of genotype
and VA supplementation effects was performed separately in males and females, using two-
way ANOVA. A Tukey'’s post-hoc test was done to compare groups when appropriate. In the
case of inequality of variances, the non-parametric Kruskall-Wallis test was used to compare
groups, and upon significance, followed by a Dunn’s post-hoc test. The comparison of only
2 groups was done using unpaired T-tests when variances were equal, otherwise a non-
parametric Mann-Whitney test was performed. Two-tailed T-tests were used to compare a
group’s mean with a theoretical value (Y-maze). The correlation between observations was
obtained using linear regression to determine coefficients of determination. All statistical
analyses were performed on Prism 7 (GraphPad software, San Diego, CA, USA) or JMP
(version 14.0.0; SAS Institute Inc., Cary, IL, USA).
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C.Results

l. Vitamin A supplementation preserved memory performances of

3xTg-AD mice.

The protocol used to assess hippocampal-dependent spatial recognition memory in the Y-
maze (Dellu et al., 2000) is provided in Fig. 26A. Exploration of the maze during acquisition
phase was equivalent between groups, except for NTg+vitA animals whose travelled
distance was longer (Fig. 26B). During the test phase, with a DR not differing from zero, the
Tg group was unable to discriminate between the novel and the familiar arms (Fig. 26C).
However, the administration of a vitamin-A-enriched diet (Tg+vitA) allowed these animals to
recognize the novel arm similarly to NTg group. VA supplementation in NTg group
(NTg+vitA) impaired their ability to perform in the test (Fig. 26C). Animals which did not
reach the criterion to be included in the analyses were removed, among which most were
females. Thus, the beneficial effect of dietary VA could not be analyzed in a sex-dependent
manner. The latency to enter the new arm of the Y-maze during the test phase (Fig. 26D)
and the total locomotor activity in the open field over a 30-min period (Fig. 26E) of all groups
were equivalent. The travelled distanced in the open field in the six consecutive segments
of five minutes showed that NTg+vitA group was slightly more mobile than other groups (Fig.
26F). Concerning the anxiety-like behavior, there was not statistical difference between
groups when sexes were pooled (Fig. 26G), however the sex effect was significant (p<0.01)
and mostly attributable to the fact that males globally ventured themselves more in the light
compartment than females (Fig. 26H). While all female groups spent the same amount of
time in the light part of the box, male NTg+vitA and Tg groups spent more time than NTg
mice in the light compartment. Finally, the latency to exit the dark zone after being introduced
in the box is equivalent between groups (Fig. 261).

Overall, VA supplementation prevented hippocampal-dependent spatial recognition memory

alterations of Tg mice evaluated in the Y-maze.

Il. VA status and signaling

VA status and expression of VA receptors were analyzed separately in both sexes due to a
significant sex effect (p<0.01) on plasmatic concentrations of retinol. Female 3xTg-AD mice

had lower levels of retinol in the plasma when compared to their NTg counterparts, a
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difference not observed in male 3xTg-AD mice (Fig. 27A). VA supplementation did not alter
plasma retinol in females, whereas it induced an increase in plasma retinol in male NTg, but
not in male 3xTg-AD (Fig. 27A). This suggest a complex relationship between plasma retinol,
sex and transgenes.

We next sought to evaluate the mRNA expression of retinoid receptors in the hippocampus
of VA-treated 3xTg-AD mice. We observed that VA supplementation decreased the
expression of RXRa in female transgenic mice (Tg+vitA) but rather tended to increase its
expression in males (Fig. 27B). Similar trends were seen for RXRB and RXRy without
reaching statistical significance (Fig. 27C and 27D). No change was observed either in
mRNA transcript of RALDH the enzyme of retinoic acid synthesis (Fig. 27E).

Together, these results suggest opposite response to VA supplementation on the

expression of VA receptor in the hippocampus of female versus male 3xTg-AD mice.

lll. VA-enriched diet reduced AB and tau-pathologies in 3xTg-AD males

but not in females.

Levels of soluble and insoluble transgenetically-induced human AR and AB42 were higher
in the hippocampus of females (Fig. 28A, 28C), but lower in males (Fig. 28B, 28D), following
VA treatment. AB concentrations were up to ten-fold higher in females than the one of males,
consistent with other studies (Hirata-Fukae et al., 2008; Bories et al., 2012; Vandal et al.,
2015; Yang et al., 2018). This higher level of AB in females was associated with an increase
of Amyloid Precursor Protein (APP) following VA supplementation (Fig. 28E), whereas no
such association was observed in males (Fig. 28E). Hippocampus content in ADAM10, the
enzyme involved in non-amyloidogenic processing of APP, BACE, the enzyme promoting
the production of A from APP, or IDE, an enzyme capable of degrading A peptides, was
not affected by vitamin-A-enrichment in females or males (Fig. 28F, 28G, 28H).

Extensive accumulation of the protein tau, particularly in its hyperphosphorylated form, is
closely linked to AD symptoms (Tremblay et al., 2017). The total amount of tau was
equivalent in both males and females, with no impact of VA-enriched diet (Fig. 281), however,
the diet decreased significantly the phosphorylation of Sersgs and Seraos specifically in males
(Fig. 28J). This reduced phosphorylation of Tau was associated with decreased levels of
CDKS5, a kinase involved in tau phosphorylation, including PHF 1 epitope (Cuadrado-Tejedor
et al., 2011).

104



Overall, VA supplementation alleviated both amyloid- and tau-pathologies of male 3xTg-AD

mice, but not in females.

IV. Higher retinoid signaling is associated with reduced to B-amyloid
peptide production in 3xTg-AD mice, regardless of VA

supplementation.

Hippocampal expression of RXRB was negatively correlated to hippocampal soluble AB4oin
both male and female transgenic mice (Fig. 29A), and also with soluble AB42 (Fig. 29B),
when Tg and Tg+vitA groups are pooled. Moreover, higher expression of hippocampal RXRy
also is associated to a lesser accumulation of soluble AB4. (Fig. 29C), as well as insoluble
AB4o (Fig. 29D) in the hippocampus of males only. Together, these results support the idea

that lower retinoid signaling is associated with the extent of amyloid-pathology.

D.Discussion

The aim of the present study was to evaluate whether a chronic preventive VA-enriched diet
could alleviate the development of AD-type neuropathology, and consequently behavior
impairment, in the 3xTg-AD mouse model. We observed that six months of VA enriched
diet (20 IU/g) preserved the spatial recognition memory of 14-month-old 3xTg-AD mice in
the Y maze. This protective effect on cognition was accompanied by a decrease in both Ap
and tau pathologies in males. In females, VA instead exerted an aggravating effect on the
amount of AR peptides, but had a neutral effect on tau. The data suggest that VA
supplementation may affect hippocampal RA signaling in an opposite way in males
compared to females. Still, the hippocampal expression of RXRp negatively correlated with
AR peptides found in the hippocampus of both sexes. The figure 30 summarizes the effects

of vitamin A supplementation in 3xTg-AD mice.

l. VA supplementation preserves hippocampus-dependent

memory of 3xTg-AD mice.

Considering that hippocampus-dependent episodic and spatial memories are affected in
early stages of AD (Moodley et al., 2015; Tromp et al., 2015; Zanco et al., 2018) and that
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the two-trial recognition task in the Y-maze is admitted to assess spatial memory in rodents
(Dellu et al., 2000; Wahl et al., 2017), we used this paradigm to evaluate the spatial memory
abilities in our model. A six-month-long dietary VA supplementation succeeded to avoid
spatial recognition memory impairment in the triple-transgenic mice. Indeed, as a positive
discrimination ratio (DR) accounts for a higher exploration of the novel arm of the Y maze,
the DR of 14-month-old 3xTg-AD mice was not different from zero, while it was restored to
the level of NTg group when they received the preventive VA-enriched diet. Genotype or VA
supplementation did not affect locomotor activity or anxiety-like behavior. These results
suggest that the VA consumed during the aging of the transgenic mouse prevented or limited
the development of alterations in the hippocampus and led to an enhancement of their
performance in the task.

Although it has been highlighted in other murine models of AD (Ding et al., 2008; Goncalves
et al., 2013; Behairi et al., 2016), as far as we know, only one study revealed the beneficial
effect of chronic retinoic acid (RA) treatment (the active form of VA), on spatial memory of
the 3xTg-AD mice (Lerner et al., 2012). Still, our results are in line with the literature
supporting the advantageous repercussions of RA signaling stimulation on age-related
hippocampal memory deficits, with either dietary or pharmacological VA administration
(Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001b; Mingaud
et al., 2008; Touyarot et al., 2013; Bonhomme, Pallet, et al., 2014; Dumetz et al., 2019).
However, excessive VA provision (i.e. in the absence of VA deficiency or hyposignaling),
has been shown to be neurotoxic and to impair memory (McCaffery et al., 2003; Crandall et
al., 2004; Adams, 2010; Oliveira, 2015). This can explain why VA supplementation was

deleterious on the performances of NTg+vitA animals in the Y-maze.

Il. VA-enriched diet has an equivocal effect on VA status and

hippocampal signaling according to the sex.

Within the target cell, retinol is turned by RALDH into RA which, through its nuclear receptors
RARs and RXRs, modulates transcription of target genes (Lane & Bailey, 2005).

As there was a substantial effect of sex on serum retinol levels, we decided from there to
consider both sexes separately. Transgenic females, but not males, displayed a reduced
retinol status, and the VA supplementation interfered with none of the plasmatic retinol
concentration of 3xTg-AD animals. Decreased retinol status observed in females is

consistent with the data collected in elderly and AD patients (Bourdel-Marchasson et al.,

106



2001; Rinaldi et al., 2003; Zeng, Chen, et al., 2017; Huang et al., 2018). It has already been
reported in several studies that the use of a VA-enriched diet does not affect the circulating
concentration (Touyarot et al., 2013; Bonhomme, Minni, et al., 2014; Letondor et al., 2016).
However, unchanged plasmatic retinol does not necessarily predict unchanged
hippocampal retinoid signaling activity. As previously showed by Touyarot et al., serum
retinol was not increased by enriched-diet in aged rats, even though it improved
hippocampal VA signaling and neurobiological processes underlying spatial memory
(Touyarot et al., 2013). Thus, our data are in line with the fact that circulating retinol is
probably not always an appropriate marker of the cellular action of VA/ RA in the target
tissues (Feart, Pallet, et al., 2005; Lopez-Teros et al., 2014; Tanumihardjo, 2014).

On the contrary, as RARs and RXRs are ligand-inducible receptors and some of them
display a retinoic acid responsive element in their promotor (Lane & Bailey, 2005; Blomhoff
& Blomhoff, 2006; Navigatore Fonzo et al., 2013; Asson-Batres & Rochette-Egly, 2014), the
level of their expression is well admitted to be a marker of RA bioavailability and activity in
the tissues (Enderlin, Alfos, et al., 1997; Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet,
Jaffard, & Higueret, 2001b; Etchamendy et al., 2003; Brtko et al., 2007).

In order to understand the action of dietary VA on Alzheimer-type neuropathology, in the
rest of the study, we focused our analyses on transgenic mice only. Our results showed
contrasting effects of VA supplementation on hippocampal retinoid signaling activity in
females and males. In females, the expression of RXRa was significantly reduced by VA-
enriched diet, while in males, it tended to be increased, as well as the one of RXRy. Thus,
VA supplementation seems to activate retinoid signaling in male Tg group whereas, it
surprisingly has an opposite effect in females. No effect of the diet on the expression of
RARs was observed (data not shown). These observations are consistent with our results
in the Y-maze where males were more abundant. Indeed, considering that central RA
signaling is crucial for spatial and episodic-like memories (Etchamendy, Enderlin,
Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001b; Cocco et al., 2002; Mingaud et al.,
2008; Olson & Mello, 2010; Touyarot et al., 2013; Bonhomme, Pallet, et al., 2014), the
activation of RA hyposignaling was already shown to improve memory performance
(Etchamendy, Enderlin, Marighetto, Vouimba, Pallet, Jaffard, & Higueret, 2001b; Touyarot
et al., 2013; Bonhomme, Pallet, et al., 2014).

As far as we know, sex-specific differences in retinoid metabolism and signaling at adulthood
have been poorly studied. Thus, we cannot provide an explanation for the gender-induced

discrepancies in the modulation of retinoid signaling by VA in AD model.
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lll. VA enrichment shows a beneficial effect on AD-neuropathology of

males only.

The assessment of AD-neuropathology in 3xTg-AD mice revealed that VA-enriched diet had
an opposite effect on the evolution of the neuropathology in males and females. In males,
VA appeared to have a global beneficial effect. It led to a reduction of the hippocampal
amyloid load (both soluble and insoluble AB4o and AB42), without affecting the expression of
their precursor APP. In the same way, the exposure to VA-enriched diet, without modifying
the total amount of Tau protein, reduced its phosphorylation, on PHF1 epitope found in AD
brains (Martin et al., 2011). This observation is consistent in males with the concomitant
lowered expression of CDK5, an important kinase for tau phosphorylation, which expression
and activity are regulated by RA (Lee & Kim, 2004; Ding et al., 2008; Watamura et al., 2016;
Brossaud et al., 2017). Conversely, in females, dietary VA had deleterious consequences
by increasing the production of amyloid peptides, with no improvement of Tau pathology i.e.
decreased amount of phosphorylated tau.

This sex-related difference in the amount of amyloid peptides produced in response to
dietary VA cannot be explained by a connected differential expression of the enzymes
involved in the APP processing: ADAM10, BACE, IDE. Indeed, no change in their protein
expression was observed.

This observation is inconsistent with previous data reporting the importance of the retinoid
signaling on the regulation of expression of enzymes implicated in the APP processing,
whether it is the physiological or the pathological pathway (Tippmann et al., 2009; Jarvis et
al., 2010; Holthoewer et al., 2012; Wang, Chen, Liu, et al., 2015).

Females had a worse amyloid pathology than males, which has already been reported
(Hirata-Fukae et al., 2008; Bories et al., 2012; Vandal et al., 2015; Yang et al., 2018) and
could be an explanation why VA was inefficient for them. Close to our results in females,
increasing retinol concentrations in cultured SH-SY5Y neuroblastoma cells has been shown
to induce a higher production of amyloid peptides and tau-phosphorylation (Kunzler et al.,
2017). Furthermore, increased production of amyloid peptides in the hippocampus of Tg
females fed with VA enriched-diet is consistent with the decreased hippocampal expression
of RXRa, which activation has already been shown to reduce amyloid beta accumulation
(You et al., 2009; Kapoor et al., 2013).

108



Results obtained in males were in line with in vitro and in vivo studies in AD models, which
mainly report a therapeutic effect of retinoid treatments by reducing amyloid deposit
(Tippmann et al., 2009; Jarvis et al., 2010; Holthoewer et al., 2012; Goncalves et al., 2013;
Kitaoka et al., 2013; Wang, Chen, Liu, et al., 2015) and tau phosphorylation (Ding et al.,
2008).

Thus, our results showed for the first time an effect of VA nutritionally administrated on the
Alzheimer-type neuropathology.

However, our data showed only slightly significant changes in RXR mRNA levels in response
to the diet. To go further in the understanding of the relationship between dietary VA, RA
signaling and the variation of f—amyloid deposits, we studied the correlation between RXRs

MRNA levels and A amounts in hippocampus (Fig. 29).

IV.The expression of RXRs is directly related to smaller amounts of
amyloid peptides in the hippocampus of both female and male 3xTg-

AD mice.

In the hippocampus of 14-month-old male and female 3xTg-AD mice (Tg and Tg+vit A), the
expression of RXR was highly inversely correlated to the amounts of soluble AB4o and ABaa.
In a lesser extent, this was also the case for RXRy only in male mice. This strong relationship
between these receptors and AB deposits, suggest that they are implicated in the limitation
of the pathological pathway of APP processing, however, our results do not provide
explanation for the underlying mechanisms. We can suppose that RA is implicated in this
control as we have recently showed that a 20 1U/g VA-enriched diet can provide VA to the
hippocampus and induce an increased hippocampal RA concentration in aged rats (Dumetz
et al., 2019). Together, these results indicate that a decreased RA signaling, suggested by
the inverse correlation between RXRB and AR peptides, seems to be deleterious for female
3xTg-AD as well as for males. This suggests that a retinoid therapy could be conceivable in
females, however, with an alternative strategy to nutritional enrichment. This eventuality is
consistent with the work of Takamura et al., who showed that chronic administration of RA
in female 3xTg-AD mice could enhance adult hippocampal neurogenesis and reduce the

number of reactive astrocytes and active microglia (Takamura et al., 2017).
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V. Conclusion

The present study has evaluated the preventive action of dietary VA against AD
neuropathology in the 3xTg-AD mouse model. We showed that a 6-month exposure to a
VA-enriched diet, from 8 to 14 months of age, preserved spatial memory abilities in the Y-
maze. VA supplementation partly alleviated the accumulation of AB and tau pathologies in
males, whereas in females, VA treatment rather increased amyloid pathology, with no effect
on tau. However, hippocampal retinoid X receptor expression was associated with lower A
levels in both sexes, but in a less marked way in females. Our results suggest that dietary
VA supplementation could be considered as a strategy for the prevention of AD
neuropathology in males, but likely not in females.

Therefore, the results of the present study highlight the absolute necessity of conducting
research by systematically integrating females into preclinical and clinical research

paradigms, especially for diseases such as AD which are affecting more women.
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Figure 26 — Vitamin A supplementation preserved memory performances of 3xTg-AD mice.

Data are expressed as mean+SEM. 14-month-old males and females are pooled unless indicated otherwise.
(A): Protocol used for spatial recognition memory assessment in the Y-maze. Animals were allowed to
freely explore only two arms of the apparatus for 5 min during the acquisition phase, starting in the
departure arm. An hour later, access was open to the third arm for free exploration of the apparatus during
the 5-min-lasting test phase. (B): Total distance travelled in the two available arms of the Y-maze during
acquisition phase (n=8-11). (C): Discrimination ratio (DR) of the distance travelled in both familiar and
novel arms. A positive DR is associated with a higher exploration of the novel arm, whereas a null or
negative DR means no preference or a preference for the exploration of the familiar arm respectively. One-
sample T-test comparison to chance level: A p<0.05, AA p<0.01 (n=8-11) (D): Latency to enter the novel
arm during the test phase. Kruskal-Wallis test : p=NS. (n=8-11) (E): Total distance travelled in the open
field for 30 min. Kruskal-Wallis test : p=NS. (n=13-14) (F): Average distance travelled in the open-field
for 30 min split in 5-min-intervals. Repeated three-way ANOVA: significant genotype x vit. A
supplementation interaction (p<0.05) allowed analysis of each timepoint separately. Two-Way ANOVA
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for each timepoint; when genotype x vit. A supplementation interaction was significant (p<0.05), Tukey’s
post hoc test was performed : *p<0.01 : WT+vitA different from other groups. Genotype x Vvit.A
supplementation was significant ($$ p=0.0053) but Tukey’s post hoc test was not. (G): Time spent in the
light zone of the light-dark box. Kruskal-Wallis test p=NS (n=13-14). (H): As sex effect was signitificant
(p<0.01) when females and males are pooled, the time spent in the light compartment by females, F (n=5-
7), and males, M (n=7-8), was analyzed separately. (I): Latency to enter the light zone (n=13). J: Statistical
table for multifactorial ANOVA performed on behavioral parameters.
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Figure 27 — Vitamin A status and signaling.
Data are expressed as mean +SEM. (A): Plasmatic concentration of retinol (females: n=4-6; males: n=5-
6). (B-E): Relative expression of genes coding for Retinoid X Receptors (RXRs); RXRa (B), RXRp (C),
RXRy (D) and RALDH2 (E), the enzyme responsible for retinoic acid synthesis, obtained by RT-PCR in
the hippocampus of 3xTg-AD females, F, and males, M (females: n=4-5; males: n=4-6). Unpaired t-test,
*p<0.05 or Mann-Whitney comparison test was performed: Tg vs. Tg+vitA, *p<0.05. (F): Statistical table
of multifactorial ANOVA performed on plasmatic concentration of retinol.
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Figure 28 — Vitamin A-enriched diet reduced f-amyloid peptide production and tau-phosphorylation in
male 3xTg-AD mice only.

Data are expressed as mean+=SEM. (A-B): Amount of soluble AB40 and AB42 in the hippocampus of
female (A) and male (B) 3xTg-ADmice (females: n=5-6; males: n=7). (C-D): Amount of insoluble AB40
and AP42 in the hippocampus of female (C) and male (D) 3xTg-AD mice (females: n=5-7; males: n=7).
A,B,D: Unpaired T-test : Tg vs. Tg+vitA, *p<0.05, **p<0.01. C: Mann-Whitney test : Tg vs. Tg+vitA,
**p<0.01. (E-H): Expression of proteins involved in AB-peptide production : Amyloid Precursor Protein
(APP) (E) (females: n=5-7; males: n=7), ADAMI10 (F), BACE (G) and IDE (H) (females: n=6-7; males:
n=7) obtained by Western Blot in the hippocampus of female, F, and male, M, 3xTg-AD mice. Mann-
Whitney test : Tg vs. Tg+vitA, *p<0.05. (I-K): Expression of soluble total Tau protein (I), phopshoTau on
PHF1 epitope (females: n=5-7; males: n=7); (J) and CDKS5, a major kinase for tau phosphorylation (K)
obtained by Western Blot in the hippocampus of female, F, and male, M, 3xTg-AD mice (females: n=6-
7; males: n=7). Mann-Whitney test : Tg vs. Tg+vitA, *p<0.05, **p<0.01
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Figure 29 — Higher retinoid signaling is associated with reduced B-amyloid production in 3xTg-AD mice,

regardless of vitamin A supplementation.

Data are expressed as mean+SEM. (A-B): Correlations between hippocampal RXR mRNA expression
and the amount of soluble AB40 and AB42 produced in the hippocampus of female and male 3xTg-AD
mice (Tg and Tg+vitA pooled). Linear regression with Pearson’s correlation. (C-D): Correlation between
hippocampal RXRy mRNA expression and the amount of soluble AB42 (C) and insoluble AB40 (D)
produced in the hippocampus of female and male 3xTg-AD mice (Tg and Tg+vitA pooled). Pearson’s
correlation. Linear regression with Pearson’s correlation.
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Diet composition

Quantity (g per 100 g of diet)

Cellulose 2
Hydrochloric casein 18

Minerals (# 102) 1

Vitamins (without vitamin A) 1

Vitamin A 5 IU or 20 IU per g of diet
Methionine 0,1

Corn starch 45

Sugar 249

Arachid oil 2,5

Rapeseed oil 2,5

Tableau 10 — Composition of the diet.
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Antibody | Host | Dilution | Supplier
Primary antibodies
B-Actin mouse | 1:10000 | ABM
ADAM10 rabbit | 1:1000 Millipore
APP (clone 6E10) mouse | 1:500 BioLegend
BACE rabbit | 1:500 Abcam
CDK5 rabbit | 1:4000 Santa-Cruz Technologies
IDE rabbit | 1:4000 Abcam
RXRy rabbit | 1:1000 Abcam
Tau (phospho Sersgqand Ser,y,) | mouse | 1:1000 Generous gift from Peter Davies
Tau (total) rabbit | 1:20000 | Dako
Secondary antibodies
Anti-mouse(HRP) goat | 1:60000 | Jackson
Anti-rabbit(HRP) goat | 1:60000 | Jackson

Tableau 11 — List of the antibodies used for Western Blot.
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9

3xTg-AD SYNTHESE DES RESULTATS OBTENUS CHEZ LE MODELE 3xTg-AD

Le régime enrichi en vitamine A préserve la mémoire spatiale a court-terme
des souris 3xTg-AD.

Le régime enrichi en vitamine A tend a activer I'expression de RXRy chez
les souris 3xTg-AD males et inhibe I'expression de RXRa chez les souris
3xTg-AD femelles. Ainsi l'activité de la voie de signalisation de I'AR
semble étre stimulée par le régime chez les males 3xTg-AD uniquement.

Dans I’hippocampe, le régime enrichi en vitamine A s’est montré bénéfique
sur les pathologies amyloide et tau des souris 3xTg-AD males mais a
aggravé la pathologie amyloide des souris 3xTg-AD femelles et n’a pas eu
d’effet sur la phosphorylation de tau des souris 3xTg-AD femelles.

® O

L'expression hippocampique de RXRg, variait négativement avec la
production de peptides AR dans ’hippocampe des souris 3xTg-AD males

et femelles.
% : Pathologie amyloide Pathologie Tau
APP
Hippocampe M
Protéine T:
I B T
a-sécrétase B-sécrétase B Phosphate)

(ADAM10) (BACE-1)
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phopshorylée

)
(Q : pas d’effet)

‘.""'.(_— I F
#°""  (dégradation) # [ |

Peptides AB

Figure 30 — Schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus avec le modele de souris 3xTg-AD.
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Conclusion générale
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A.Synthése des principaux résultats

L’acide rétinoique, la forme active de la vitamine A, est crucial pour le maintien de la
fonction cognitive, particulierement pour les processus de mémoire, tout au long de la vie
(Mey & McCaffery, 2004; Lane & Bailey, 2005; Ransom et al., 2014; Stoney & McCaffery,
2016). Un ensemble de données de la littérature indique que l'activité de sa voie de
signalisation diminue au cours du vieillissement ce qui contribue a la mise en place du déclin
cognitif lié a 'age (Enderlin, Alfos, et al., 1997; Enderlin, Pallet, et al., 1997; Feart, Mingaud,
et al., 2005; Feart, Pallet, et al., 2005; Brtko et al., 2007; Touyarot et al., 2013; Zeng, Chen,
et al., 2017; Huang et al., 2018; Dumetz et al., 2019). Plus récemment, une perturbation du
métabolisme hépatique de la vitamine A a été mise en évidence au cours du vieillissement.
Elle conduit a une concentration hippocampique d’AR trés significativement plus basse chez
des rats agés comparés a des jeunes. Cette faible concentration d’AR a été reliée a des
altérations de larborisation dendritique des neurones de I'hippocampe et a de faibles
performances de mémoire chez les animaux agés (Dumetz et al., 2019).

De plus, I'hyposignalisation de 'AR induite par une carence en vitamine A d’origine
alimentaire a été associée a 'accumulation de peptides amyloides dans le cerveau de rat
(Corcoran et al., 2004), un des marqueurs caractéristiques de la maladie d’Alzheimer, ainsi
qu'a une atrophie du volume hippocampique et a une augmentation de la taille des
ventricules, des changements anatomiques observés dans les maladies
neurodégénératives (Ghenimi et al., 2009). Dans ce contexte, nous avons étudié la capacité
d'un régime enrichi en vitamine A a maintenir I'activité de la voie de signalisation de 'AR
dans I'hippocampe, une structure cérébrale centrale dans la régulation des processus de
mémoire (Neves et al., 2008; Moser et al., 2015; Lisman et al., 2017; Voss et al., 2017) chez
deux modéles murins complémentaires de la maladie d’Alzheimer. L’objectif était d’évaluer
la capacité de la vitamine A administrée par voie nutritionnelle a prévenir/limiter le
développement de la neuropathologie Alzheimer et les altérations moléculaires et

comportementales associées.

Chez les souris recevant une injection i.c.v de peptides ABzs.35, le régime enrichi en
vitamine A a permis de préserver la mémoire spatiale de reconnaissance évaluée dans le
labyrinthe en Y, aprés six semaines de régime. Jusqu’a la neuviéme semaine de régime, la
supplémentation en vitamine A a permis d’augmenter I'expression génique de la Raldh2,

enzyme responsable de la synthése de I'AR. Ce résultat suggére que la synthése
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hippocampique d’AR chez ces souris AB-injectées était stimulée ce qui peut étre
directement relié aux bonnes performances de mémoire de ces souris dans le labyrinthe en
Y. De plus, I'expression des récepteurs de I'AR dans I'hippocampe, chez 'ensemble des
animaux, corrélait positivement avec I'expression hippocampique d’Adam10 et Ide, des
enzymes impliquées dans la transformation non-amyloidogénique de 'APP et dans la
dégradation des peptides amyloides respectivement. Cependant, les mécanismes
moléculaires permettant d’expliquer les effets protecteurs de la supplémentation en vitamine
A depuis I'élévation de la production hippocampique d’AR a la préservation de la mémoire
hippocampe-dépendante a court-terme n’ont pas pu étre élucidés. Il semble toutefois que
ces mécanismes n’'impliquent pas une régulation de I'axe du stress de ces animaux par la
vitamine A.

Chez les souris transgéniques 3xTg-AD, six mois de supplémentation nutritionnelle en
vitamine A débutant a 'age de 8 mois, a également permis de préserver la mémoire spatiale
de reconnaissance évaluée dans le labyrinthe en Y. Nos travaux ont mis en évidence une
différence liée au sexe dans la réponse a ce régime. En effet, 'activité de la voie de
signalisation de 'AR est modulée par la supplémentation en vitamine A de fagon opposée
chez les males et les femelles. Ceci se traduit par une régulation opposée de I'expression
des récepteurs de I'acide rétinoique. Cet effet antagoniste de I'apport enrichi en vitamine A,
selon le sexe, a également été observé sur la production de peptides amyloides. En effet,
chez les males, la supplémentation a induit une diminution de la production hippocampique
des peptides AB4o et AB42, dans les fractions soluble et insoluble, ce qui peut étre interprété
comme un bénéfice, tandis que chez les femelles, I'exposition au régime a induit exactement
linverse. De la méme maniére, chez le male uniquement, la vitamine A a permis de réduire
I'expression de CDK5 dans I'hippocampe, I'une des principales kinases responsables de la
phosphorylation de la protéine tau, et de facon cohérente, a également permis de réduire la
quantité de protéines tau anormalement phosphorylées. Ces résultats suggeérent que la
supplémentation en vitamine A a un effet bénéfique chez le male et délétére chez la femelle.
Pourtant, chez les méles comme chez les femelles, I'expression hippocampique de RXRf
variait négativement avec I'accumulation de ces peptides. Ainsi, la diminution de I'activité
de la voie de signalisation de I'AR serait bien néfaste pour les deux sexes, mais la
supplémentation nutritionnelle en vitamine A stimulerait de maniére bénéfique cette voie de
signalisation chez les males et I'affaiblirait de maniére délétére chez les femelles. Les

données obtenues dans cette étude ne permettent pas de fournir d’explication de cet effet
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différentiel de la vitamine A selon le sexe. La figure 31 récapitule sous forme de schéma
'ensemble des résultats obtenus.

Ensemble, nos résultats confirment que I'utilisation d’'une approche nutritionnelle d’apport
en vitamine A peut s’avérer avantageuse dans la prévention des atteintes mnésiques liées
au deéveloppement des lésions de type Alzheimer, mais uniquement chez les males.
Toutefois, les processus mis en ceuvre dans cet effet protecteur nécessitent d’étre mieux
compris, identifiés et décrits avant d’envisager un bénéfice pour 'Homme.

L’interprétation et la discussion des résultats de chaque modéle ont été réalisées de fagon
plus approfondie dans les chapitres | et Il. Ainsi, dans la discussion générale, nous nous
attacherons a interpréter et a discuter les résultats et les limites de cette thése dans leur

ensemble et a mettre en exergue les questions soulevées par ce travail de thése.
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SYNTHESE DES PRINCIPAUX RESULTATS

Le régime enrichi en vitamine A préserve la mémoire spatiale a court-
terme des deux modeéles murins de la MA.

Cette préservation de la mémoire impliquerait une augmentation de
I'activité de la voie de signalisation de I’AR chez les males.

Le régime enrichi en vitamine A a atténué la pathologie amyloide et tau
des souris 3xTg-AD males et a aggravé la pathologie amyloide des souris
3xTg-AD femelles. Ce régime n’a pas eu d’effet sur la pathologie amyloide
du modele AR, ni sur la pathologie tau des souris 3xTg-AD femelles.

ORORG

L’expression des récepteurs de I’AR est associée a moins de production
des AB (modéle 3xTg-AD) et a plus de production des enzymes
protectrices vis-a-vis de ces peptides (modéle AB).
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Figure 31 — Schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus dans ce projet de thése.
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B.Discussion générale

l. Le réle de la signalisation de I’'AR dans la pathogenése de la

maladie d’Alzheimer

L’une des observations marquantes de ce travail de thése est le fait que I'exposition a un
régime enrichi en vitamine A a pu préserver la mémoire spatiale de reconnaissance des
deux modéles de la MA. Cet effet protecteur a été obtenu malgré le fait que 'induction de la
pathologie Alzheimer chez ces deux modéles fait intervenir des processus trés différents.

D’un cété, le modéle d’injection i.c.v de peptides ABa2s.3s permet d’induire de fagon trés rapide
'amyloidogenése chez la souris, en s’affranchissant des déréglements liés a 'adge. De
lautre cbété, le modéle de souris transgénique 3xTg-AD développe au contraire
progressivement, au cours du vieillissement, les pathologies amyloide et tau humaines. |l
integre de ce fait les effets propres au vieillissement dans I'évolution de la neuropathologie.
Ce second modéle, plus long a implémenter, permet cependant d’éviter des effets et les

risques de la chirurgie stéréotaxique.

Des difficultés ont été rencontrées dans la mise en ceuvre du modéle d’injection i.c.v, et
nous ne retrouvons pas toujours les résultats décrits dans la littérature. Des différences
peuvent s’expliquer par l'utilisation des souris de la souche C57BL/6. En effet, une grande
majorité des études qui ont mis en ceuvre ce modeéle chez la souris, a plutét utilisé la lignée
de souris Swiss (Maurice, Lockhart, & Privat, 1996; Dall'lgna et al., 2007; Chavant et al.,
2010; Isono et al., 2013; Lahmy et al., 2013; Meunier et al., 2013; Naert et al., 2015).

Malgré tout, l'utilisation des deux modéles complémentaires crédite significativement
I'efficacité de I'apport nutritionnel en Vitamine A dans la préservation du déclin de la

mémoire dépendante de I'hippocampe dans un contexte de pathologie d’Alzheimer.

Nous avons pu constater que la supplémentation en vitamine A induisait une augmentation
du niveau circulant de rétinol chez les souris Ap mais pas les souris 3xTg-AD males. Ainsi,
la supplémentation influence le statut en rétinol des souris jeunes, mais pas celui des souris
agées. Cet effet est contraire aux observations de Dumetz et al. 2019 qui montrent que le
régime enrichi en vitamine A augmente les niveaux circulants de rétinol chez les rats agés
mais pas chez les rats jeunes adultes (Dumetz et al., 2019). Cependant, il n'est pas rare
que I'emploi d’un régime enrichi en vitamine A chez le rongeur n’induise pas d’augmentation

de la concentration circulante de rétinol (Touyarot et al., 2013; Bonhomme, Minni, et al.,
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2014; Letondor et al., 2016). Pour autant, dans ces études sur le vieillissement, le régime
enrichi en vitamine A a induit une amélioration des capacités mnésiques des animaux. Ainsi,
une absence de modification du statut sanguin en rétinol ne signifie pas automatiquement
que la vitamine A n’a pas eu d’effet au niveau cérébral. Ceci suggére que le statut circulant
de rétinol n’est pas forcément un bon indicateur de l'activité de la voie de signalisation de
'AR dans les tissus cibles (Lopez-Teros et al., 2014; Tanumihardjo, 2014; Borel &

Desmarchelier, 2017), et donc dans le cerveau.

Pour comprendre les effets mnésiques d'un régime enrichi en vitamine A, ces études
étudient le plus souvent I'expression génique des récepteurs de 'AR (Mingaud et al., 2008;
Letondor et al., 2016; Bonhomme et al., 2019) ou mesurent sa concentration (Dumetz et al.,
2019) dans I'hippocampe des animaux. En effet, une variation de I'expression des
récepteurs nucléaires de 'AR, traduisant le niveau d’activité de sa signalisation, renseigne
aussi de facon indirecte sur sa disponibilité tissulaire. En effet, ces récepteurs sont
transactivés du fait de la présence de RARE et de RXRE dans le promoteur de leurs génes
(Navigatore Fonzo et al., 2013; Asson-Batres & Rochette-Egly, 2014).

Dans les deux modéles de la MA mis en ceuvre dans notre étude, I'expression
hippocampique des récepteurs des rétinoides a été peu influencée par la supplémentation
en vitamine A chez les méales. Une étude plus poussée de l'activité des récepteurs, qui
dépend notamment de leurs interactions, permettrait I'identification de leurs mécanismes
d’action. Notamment, Kapoor et al. 2013 ont mis en évidence in vitro que I'’hétérodimeére
RARa/RXRa est impliqué dans la diminution de I'activité de la y-sécrétase, et contribue a
diminuer la production de peptide AB4o (Kapoor et al., 2013). Kawahara et al. 2014 montrent
in vivo que l'activation simultanée des récepteurs RARq,B et RXR, avec I'aide d’agonistes
spécifiques, est nécessaire pour diminuer 'accumulation de peptides AB chez la souris
transgénique APP23 et augmenter I'expression d’'IDE dans la fraction membranaire du
cerveau .

Nos résultats sont dans la lignée de ces données, et suggérent que la régulation de
'expression hippocampique d’ADAM10 et dIDE pourrait étre le résultat de
I'hétérodimérisation d’'un RAR, probablement le RARa et/ou RARy avec RXRa (Tableau 9),
et que 'accumulation des peptides AB4o et AB42 serait diminuée dés lors que I'expression
des RXRs augmente (Fig. 28).

Concernant la pathologie tau, nous avons mis en évidence la diminution, induite par la

vitamine A, de la phosphorylation de I'épitope PHF1 de tau et de I'expression de CDKS5, la
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kinase qui en est responsable dans I'hippocampe des souris males 3xTg-AD. L'étude des
conséquences d’un régime enrichi en vitamine A sur la pathologie tau a donc été assez
restreinte dans ce projet et aurait pu étre davantage explorée. Cependant, considérant la
littérature importante qui rapporte un lien entre la voie de signalisation des rétinoides et la
pathologie amyloide (Tableau 7), nous avons fait le choix de privilégier cette pathologie dans
I'étude des effets protecteurs du régime enrichi en vitamine A. De plus, notre objectif était
de suivre une stratégie de prévention, or des arguments de la littérature avancent que la
pathologie amyloide précéderait la pathologie tau (Fig. 32) (Sadigh-Eteghad et al., 2015).
L’équipe a l'origine du modéle de souris transgénique 3xTg-AD rapporte aussi que les
dépbts amyloides précédent la formation des dégénérescences neurofibrillaires chez ces
souris (Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003). Dans le modéle d’injection i.c.v, une
hyperphosphorylation de tau a été rapportée (Lahmy et al., 2013; Naert et al., 2015) qui est

forcément consécutive a l'injection du peptide AB2s.35s dans les ventricules.

En conclusion, en dépit de l'identification des mécanismes exacts, 'exposition préventive a
un régime enrichi en vitamine A semble bénéfique pour la prévention de la pathologie
amyloide d’abord, et tau dans une moindre mesure. Cependant, ces effets bénéfiques ne
sont vrais que chez les souris méles. En effet, toutes les manifestations de I'effet protecteur
de la vitamine A ne sont pas valables chez la femelle 3xTg-AD.

Il est important de noter que si nos résultats sur 'effet bénéfique de la vitamine A sont
cohérents avec notre hypothése uniquement chez les males, ceci tient sans doute, au moins
en partie, au fait que notre hypothése a été élaborée uniquement a partir de données de la
littérature obtenues chez des males.

Cette divergence de résultats chez le méle et la femelle souligne une lacune concernant
I'évaluation et la comparaison des effets du sexe dans les stratégies thérapeutiques vis-a-
vis de la MA. Nous tenterons dans le paragraphe suivant d’apporter des éléments de

réponse concernant cet effet différentiel de la vitamine A selon le sexe.
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Figure 32 — Mécanismes proposés pour expliquer I'antériorité de la pathologie amyloide vis-a-vis de la
pathologie tau.
(Sadigh-Eteghad et al. 2015)

Il. Les implications du sexe féminin dans la signalisation de I’AR et le

risque de développer la maladie d’Alzheimer

De maniére inattendue, notre projet a révélé I'effet opposé chez les males et les femelles

du régime enrichi en vitamine A sur la production hippocampique des peptides amyloides.

Chez les femelles 3xTg-AD, le niveau sanguin de rétinol était plus faible que chez les non-
transgéniques. Ceci est cohérent avec les données de la littérature obtenues chez des
sujets atteints de déclin cognitif modéré ou des malades d’Alzheimer, dont la grande
majorité était des femmes. La supplémentation en vitamine A n’a pas eu d’effet sur cette
diminution du niveau de rétinol sanguin des femelles 3xTg-AD, par contre, dans ce groupe
expérimental, les profils d’expression des récepteurs nucléaires et de 'enzyme de synthése
de I'AR dans I'hippocampe tendaient a étre diminués par la supplémentation avec un effet
significatif seulement sur RXRa. L’hypothése selon laquelle les femelles auraient rencontré
un probléme pour absorber la vitamine A est a exclure, puisque si tel avait été le cas,
I'expression hippocampique de RXRa n’aurait pas été significativement diminuée chez les
souris supplémentées, mais surtout la pathologie amyloide n’aurait pas été aggravée. (La
encore on observe que la concentration circulante en rétinol n’est pas un bon marqueur de

l'activité de son métabolite 'AR.) Il semble donc clair que la vitamine A a bien été absorbée
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par I'organisme de ces femelles. Alors, comment expliquer que le régime enrichi en vitamine
A ait pu affaisser la voie de signalisation de I'AR chez les femelles de maniéere

diamétralement opposée a ce qui est observé chez les males ?

Ces données suggeérent que le métabolisme de la vitamine A est différent selon le sexe des
souris dans notre modele. Nous ne savons pas si cette différence est propre a la lignée
3xTg-AD, ou si elle se généralise chez la souris, voire au-dela, dans d’autres espéces. Chez
le rat Wistar adulte, I'expression des récepteurs de I'AR est plus faible dans I'’hippocampe
des femelles par rapport aux males (Arfaoui et al., 2013), mais nous ne savons pas si cette
différence existe également chez la souris. Aucune étude, a notre connaissance, n’a
caractérisé le métabolisme de la vitamine A de la souris 3xTg-AD.

De méme, trés peu de données existent sur la différence de métabolisme de la vitamine A
selon le sexe en général, depuis I'absorption, le stockage hépatique, la régulation sanguine
et jusqu’a I'entrée dans les tissus cibles. Pourtant, il trés bien admis dans la littérature que
la vitamine A, via la voie de signalisation de AR, est nécessaire a la gamétogenése
masculine et féminine qui fait intervenir des processus différents. Par exemple, la
différenciation des cellules germinales en ovocytes se produit au cours de la vie
embryonnaire tandis que leur différenciation en spermatozoides ne débute pas avant la
naissance (Clagett-Dame & Knutson, 2011; Teletin et al., 2017).

Chez I'adulte, 'AR continue de maintenir la spermatogenése chez 'lhomme et permet la
folliculogenése et la régulation de la synthése ovarienne des hormones sexuelles féminines,
les cestrogénes et la progestérone, chez la femme (Damdimopoulou et al., 2019). Ainsi, il

existe bien une spécificité d’action de la voie des rétinoides selon le sexe.

La stimulation avec de I'estradiol (I'cestrogéne le plus actif), suite a une ovariectomie chez
la ratte, induit une augmentation de I'expression de la RALDH2, 'enzyme de synthése de
'AR, dans l'utérus. Petrosino et al. 2014 rapportent que les cestrogénes régulent
'expression des RALDHs de fagon tissu-dépendante chez la femelle et qu’il existe un
elément de réponse aux cestrogénes dans le promoteur de la Raldh2. Dans le cerveau, la
RALDH2 est majoritairement exprimée dans les méninges et dans I'hippocampe. Ces
informations interrogent sur I'état du statut en cestrogénes de nos souris 3xTg-AD et de la

régulation de la RALDH2 par ces cestrogénes dans leur hippocampe.

Dans notre étude, les souris 3xTg-AD étaient &gées de 14 mois au moment de I'euthanasie,
un age relativement avancé qui pose la question de leur proximité physiologique avec la

ménopause. La transition vers la ménopause se caractérise notamment par une baisse de
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la production de la progestérone et des cestrogénes a partir de la mi-vie et aboutit a une
perte de fertilité (Catenaccio et al., 2016). Les femelles 3xTg-AD de notre étude peuvent
donc tout a fait avoir commencé leur transition vers la ménopause, voire étre post-
ménopausées. Or, la période transitoire de la pré-ménopause a la ménopause serait une
des causes du risque accru de développer la MA chez les femmes (pour revue : (Scheyer
et al., 2018)).

Mosconi et al. 2018 ont mesuré a trois ans d’intervalle I'évolution de biomarqueurs de la MA
chez des femmes pré-, péri- et post-ménopausées ayant une fonction cognitive normale, et
les ont comparés a ceux dhommes d’age équivalent. Les femmes post-ménopausées ont
présenté des dépbts amyloides supérieurs a ceux des trois autres groupes, ainsi qu’une
diminution plus importante du volume hippocampique et du métabolisme central du glucose,
mesuré par imagerie au FDG-TEP (Fluoro-DésoxyGlucose, Tomographie par Emission de
Positrons) (Fig. 33) (Mosconi et al., 2018).

PRE- TO PERI-MENOPAUSE PERI- TO POST-MENOPAUSE

Baseline 3 years Baseline

POST-MENOPAUSE
Baseline 3 years

Figure 33 — M¢étabolisme central du glucose chez des personnes présentant une fonction cognitive
normale mesuré par FDG-TEP.

Les mesures ont été réalisées une premiére fois au début de 1’étude puis une deuxiéme fois, trois ans apres.
En haut a gauche : une femme pré-ménopausée au début de 1’étude devenue péri-ménopausée a I’issue des
3 ans. En haut a droite : une femme qui était péri-ménopausée au début de I’étude et post-ménopausée a
la fin. En bas a gauche : une femme qui était déja post-ménopausée au début de 1’étude. En bas a droite :
un homme.

Nos souris 3xTg-AD présentaient également une pathologie amyloide significativement
supérieure a celle des males, ce qui avait déja été rapporté dans la littérature avec ce
modéle (Hirata-Fukae et al., 2008; Carroll et al., 2010; Vandal et al., 2015; Yang et al., 2018).
Dans ces études, cette aggravation de la pathologie chez les femelles apparaissait a partir
de I'age de 12 mois (Vandal et al., 2015; Yang et al., 2018), mais n’était pas observée a 9

mois (Hirata-Fukae et al., 2008). Ceci indique qu’au-dela de 9 mois d’age, un basculement
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vers une pathologie plus prononcée semble se produire uniquement chez les femelles
faisant inévitablement penser a la transition vers la ménopause. De plus, I'exposition de
souris femelles 3xTg-AD ovariectomisées a un régime enrichi en phyto-cestrogénes pendant
9 mois atténue la pathologie amyloide de ces souris et améliore leurs performances dans
le labyrinthe en Y (Zhao et al., 2013).

Enfin, Sarvari et al. 2015 ont procédé a I'ovariectomie de rattes dgées de 13 mois et ont
évalué les effets de 29 jours de traitement a I'estradiol sur I'expression d’'une multitude de
genes dans 'hippocampe, par une analyse transcriptomique. Parmi tous les génes dont
I'expression a été stimulée par ce traitement, une partie code pour des protéines impliquées
dans la voie de signalisation de I'AR et comprend, entre autres, Stra6, le transporteur

facilitant I'entrée du rétinol dans la cellule cible, mais aussi la Raldh2 (Sarvari et al., 2015).

Ainsi, compte-tenu de I'dge des souris femelles 3xTg-AD de notre étude et des éléments
rassemblés a partir des données de la littérature, nous pouvons supposer que ces femelles
sont entrées dans la transition vers la ménopause, et qu’il en résulte une diminution de la
production d’cestrogénes par leurs ovaires. Cette réduction de synthése pourrait avoir
comme conséquence une moindre entrée du rétinol dans I'hippocampe et une moindre
synthése locale d’AR via une diminution de I'expression de Stra6 et de la Raldh2. On peut
ainsi supposer que la vitamine A apportée par le régime n’est pas métabolisée de facon
optimale chez la femelle et ne peut ainsi exercer son effet inhibiteur de 'amyloidogenése
comme observé chez le male. Cette supposition est également cohérente avec le fait que
I'expression hippocampique des récepteurs des rétinoides corréle négativement avec
I'accumulation des peptides AP chez les deux sexes. Ceci suggére que la voie nutritionnelle
d’administration de la vitamine A ne convient pas aux femelles, sans que pour autant

I'hypothése de travail initiale statuant sur I'effet bénéfique de I'’AR ne soit remise en question.

Toutefois, nous ne sommes pas parvenus a réunir d’arguments pour expliquer que le régime
enrichi en vitamine A induise une stimulation de la production de peptides Ap chez les
femelles. Il faudrait admettre que la vitamine A supplémentaire prive encore davantage
I'hippocampe de vitamine A, comme si cet enrichissement nutritionnel pouvait profiter a un
autre organe que le cerveau, au détriment de I'hippocampe. Connaissant le réle de la
signalisation de 'AR dans la synthése des hormones sexuelles féminines (Damdimopoulou
et al., 2019), I'enrichissement en vitamine A pourrait étre préférentiellement utilisé par les

ovaires dans le but de pallier la baisse de production des cestrogénes au cours du passage
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vers la ménopause. Or, les ovaires abritent la 173-HSD2, une enzyme qui transforme
I'estradiol en estrone, une forme d’cestrogeéne beaucoup moins active. L’expression de cette
enzyme est stimulée par 'AR dans l'ovaire (Yamagata et al., 2015; Yilmaz & Bulun, 2019).
Ainsi, les niveaux circulants d’estradiol pourraient étre encore davantage réduits sous I'effet
d'un supplément d’AR ovarien, et cette « sur-réduction » pourrait expliquer une « sur-
perturbation » du métabolisme de la vitamine A et de la signalisation cérébrale de 'AR. La
confirmation de cette hypothése mécanistique confirmerait par la méme occasion un besoin

accru de vitamine A chez la femelle ménopausée.

En résumé, la transition vers la ménopause, la réduction de la production et de la
disponibilité des cestrogénes et ses effets négatifs sur la voie des rétinoides dans le cerveau
pourraient vraisemblablement étre en jeu dans l'effet différent -selon le sexe- du régime
enrichi en vitamine A sur la pathologie des souris 3xTg-AD que nous avons obtenu.
Cependant, pour pouvoir véritablement tester cette hypothése, une investigation
moléculaire compléte des hormones sexuelles présentes dans les ovaires, le plasma et le
cerveau, ainsi que I'expression de leurs récepteurs serait nécessaire. Cet effet potentiel des
cestrogénes souligne l'importance d’intégrer aux études sur la maladie d’Alzheimer la
caractérisation des changements physiologiques dus au vieillissement, susceptibles

d’interférer avec la modélisation de la maladie.

En conclusion, I'utilisation du régime enrichi en vitamine A n’apparait pas comme une bonne
solution pour protéger les souris femelles de la neuropathologie type Alzheimer.

Enfin, il est nécessaire de souligner qu’il existe une domination de ['utilisation exclusive de
modeles males dans la littérature, et trés peu d’études qui incluent les deux sexes a la fois,
ce qui limite la possibilité de confronter les effets du sexe dans le contexte de la MA et
restreint la possibilité de comparer nos résultats a la littérature.

De fagon générale, il est primordial que la recherche préclinique et clinique intégre I'étude
des effets du sexe sur les pathologies qui affectent 'lHomme, telles que la maladie
d’Alzheimer, et ne se limite pas a étudier 'un des deux sexes ou a 'étude cloisonnée de 'un
indépendamment de [lautre. En particulier, cette exigence est particuliérement
fondamentale pour les pathologies comme la maladie d’Alzheimer, qui sont connues pour
affecter de maniére préférentielle un sexe plutét que l'autre (Tableau 12) (Ostan et al.,
2016).

131



Table1 Number of deaths, percentage of total deaths by sex regarding the 14 leading causes of death In U.S.A. In 2013
Data refer to all races and all ages. Adapted from [14].

Male Female
Rank Cause of death Number Total deaths (%) Number Total deaths (%) Higher mortality for
1 Heart disease 321,347 24.6 289,758 224 3
2 Malignant neoplasms 307,559 235 277,322 21.5 %)
3 Chronic lower respiratory diseases 70,317 5.4 78,888 6.1 @
4 Accidents (unintentional injuries) 81,916 6.3 48,641 3.8 &
5 Cerebrovascular diseases 63,691 4.1 75,287 5.8 2
6 Alzheimer’s disease 25,836 2.0 58,931 4.6 2
7 Diabetes mellitus 39,841 3.1 35,737 2.8 o)
8 Influenza and pneumonia 26,804 2.1 30,175 2.3 2
9 Kidney diseases 23,493 1.8 23,619 1.8 =
10 Suicide 32,055 25 9,094 0.7 o)
11 Septicaemia 17,994 1.4 20,162 1.6 2
12 Chronic liver disease and cirrhosis 23,709 1.8 12,718 1.0 %)
13 Essential hypertension-related diseases 12,963 1.0 17,807 1.4 g
14 Parkinson’s disease 15,088 1.2 10,108 0.8 e}
15 All other causes 253,421 19.4 302,707 235 3

Tableau 12 — Récapitulatif des 14 principales causes de décés aux Etats-Unis en 2013 et le sexe qu’elles
impactent préférentiellement.

(Ostan et al. 2016)

lll. Lavitamine A nutritionnelle: un traitement préventif pour lHomme?

Les bienfaits d’'une bonne alimentation sur la santé générale sont de plus en plus reconnus.
L’utilisation d’'une approche nutritionnelle pour prévenir le déclin cognitif lié a I'age et le
risque de développer la maladie d’Alzheimer a notamment été mise en avant (Gustafson et
al., 2015; Milte & McNaughton, 2016; Morris, 2016; Dominguez & Barbagallo, 2018;
Cremonini et al., 2019). Nos données renforcent I'idée qu’un régime enrichi en vitamine A
serait a privilégier compte-tenu de la régulation exercée par la voie de signalisation de 'AR
sur les mécanismes participant au développement de la pathologie caractéristique de la
maladie d’Alzheimer.

Pour pouvoir mettre en ceuvre cette stratégie de prévention chez 'Homme, il faudrait étre
capable d’identifier les sujets qui présentent un affaissement de la voie de signalisation de
I'AR. Les options qui existent actuellement pour déterminer I'état du statut en vitamine A
chez un sujet se restreignent presque exclusivement a la mesure du rétinol sanguin
(Tanumihardjo, 2011; Borel & Desmarchelier, 2017). Or, la concentration circulante en
rétinol est extrémement bien régulée par le foie qui adapte son stockage ou son relargage
de fagon a maintenir cette concentration constante (O'Byrne & Blaner, 2013; Li et al., 2014;
Borel & Desmarchelier, 2017). Le rétinol sanguin n’est de ce fait pas nécessairement un
bon indicateur de I'activité de la voie de 'AR (Feart, Pallet, et al., 2005; Tanumihardjo, 2011;
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Lopez-Teros et al., 2014; Tanumihardjo, 2014), ce qui est confirmé par les données que
nous avons obtenues. Ainsi, I'élaboration d’autres marqueurs de I'activité de la signalisation
de I'AR est nécessaire.

Une possibilité serait de mesurer I'expression des récepteurs de I'AR dans les cellules
mononuclées du sang. En effet, Féart et al. 2005 ont montré que si la concentration sérique
de rétinol de sujets agés n’était pas différente de celle des sujets jeunes, les sujets agés
présentaient en revanche une diminution significative de I'expression de RARy dans les
cellules mononuclées du sang (Feart, Pallet, et al., 2005). De plus, la corrélation entre
'expression de ce récepteur et le rétinol sérique observée chez les sujets jeunes était
perdue chez les sujets agés (Feart, Pallet, et al., 2005). En outre, Dumetz et al. 2019 ont
observé que I'exposition a un régime enrichi en vitamine A chez le rat 4gé a stimulé la
production hippocampique d’AR et que la concentration d’AR plasmatique corrélait
positivement avec la concentration d’AR hippocampique (Dumetz et al., 2019). Cette
supplémentation en vitamine A a permis de normaliser les performances de mémoire des
animaux agés. Ces données positionnent 'AR circulant comme un bon marqueur potentiel
de son activité cérébrale. La confirmation de cette supposition permettrait d’avoir a
disposition un marqueur fiable et facile a mesurer.

Par ailleurs, tous les sujets ne présentent pas la méme vulnérabilité au déclin de I'activité
de la voie de I'AR au cours du vieillissement. Il existe peu de données concernant les
facteurs intervenant dans cette variabilité. Toutefois, la piste génétique semble étre un
élément de réponse. En effet, il semblerait que le polymorphisme de génes impliqués dans
les étapes d’absorption, de transport, de stockage ou de métabolisme de la vitamine A
pourrait avoir des conséquences sur sa disponibilité systémique (pour revue : (Borel &
Desmarchelier, 2017)). Par exemple, la présence de certains SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) dans les génes codant pour la RBP4 et la TTR influencerait directement la
concentration sanguine de rétinol (Borel & Desmarchelier, 2017). L’identification de ces
polymorphismes et de leurs conséquences sur la biodisponibilité de la vitamine A dans
I'organisme contribuerait a adapter les recommandations nutritionnelles pour chaque sujet.
Par exemple, un sujet pour lequel un bagage génétique moins efficace dans la conversion
du B-caroténe en rétinol aura été identifié, recevra pour recommandation de manger
préférentiellement des esters de rétinol (Borel & Desmarchelier, 2017). Les liens existants
entre ces polymorphismes génétiques et la disponibilité systémique de vitamine A ont été

tres faiblement étudiés et mériteraient d’étre davantage explorés.
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Considérant la place centrale qu’occupent les récepteurs des rétinoides dans la régulation
de voies de signalisation impliquant des hormones ou des nutriments, I'évolution du statut
hormonal et du statut nutritionnel des sujets au cours du vieillissement est également
susceptible d’influencer I'activité de la voie de signalisation de 'AR avec I'age.

Ainsi, il existe encore des incertitudes concernant les mécanismes qui sous-tendent
I'affaiblissement de I'activité de la voie de signalisation de I'’AR au cours du vieillissement.
La validation de nouveaux marqueurs permettrait d’identifier les sujets qui présentent une
vulnérabilité a la diminution de I'activité de cette voie. L’expression des récepteurs de 'AR
dans les cellules mononuclées du sang, le dosage de I'AR plasmatique, ou encore la
détection de polymorphismes de génes impliqués dans I'absorption, le métabolisme et le
stockage de la vitamine A pourraient constituer de potentiels biomarqueurs. La validation

de ceux-ci devrait notamment inclure I'effet du sexe notamment.

IV. Conclusion générale

Au vu des échecs successifs des approches curatives de la maladie d’Alzheimer, de la
population qui vieillit et du nombre de patients Alzheimer qui ne cesse de croitre, il semble
nécessaire de privilégier I'élaboration de stratégies de prévention. L’approche nutritionnelle
présente les avantages d’étre peu colteuse et non invasive, ce qui en fait une stratégie de
premier choix considérant I'envergure du probléme sociétal que représente la maladie
d’Alzheimer actuellement.

Nous avons montré que la supplémentation nutritionnelle en vitamine A est une piste a
considérer pour prévenir la maladie d’Alzheimer, grace a [l'utilisation de deux modéles
murins de la maladie.

Nos travaux ont contribué a mettre en avant que les mécanismes impliqués dans le
développement de la neuropathologie caractéristique de la maladie d’Alzheimer ne sont pas
identiques selon le sexe. Or la maladie d’Alzheimer affecte beaucoup plus de femmes. Le
fait que les dérégulations moléculaires caractéristiques de la MA débutent bien avant
I'apparition des symptdmes cognitifs laisse penser que la prévalence supérieure chez les
femmes n’est pas une simple conséquence de leur espérance de vie qui est plus longue.
Ainsi, les travaux réalisés dans cette thése devraient encourager la recherche préclinique
sur Alzheimer a prendre en compte l'effet du sexe et ne pas privilégier I'utilisation de
modeéles animaux males sous couvert de postulat d’'universalité male/femelle qui est trés

probablement inexact.
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A léchelle individuelle, le maintien d’'un bon statut en vitamine A, et de l'activité de la
signalisation de 'AR en aval, ne doit pas étre considéré comme une fin en soi. Il doit
s’inscrire dans une hygiéne de vie saine de fagon globale et pérenne pour préserver les
capacités cognitives tout au long de la vie, et optimiser ses chances de connaitre un
vieillissement réeussi.

Enfin, 'administration de vitamine A par voie nutritionnelle a des personnes agées dans le
but de prévenir la maladie d’Alzheimer n’est pas encore d’actualité. Le rétinol sanguin
n’étant pas un bon indicateur de l'activité de la signalisation de I'AR, l'utilisation de
marqueurs de son activité, tels que I'expression des récepteurs de I'AR dans les cellules
mononuclées du sang ou la concentration d’AR circulante, doivent au préalable étre validés.
Les causes qui conduisent a I'affaissement de la voie de signalisation de I'AR chez certains
sujets au cours du vieillissement doivent également étre davantage explorées. De plus, les
mécanismes moléculaires par lesquels la signalisation de I'AR parviendrait a empécher ou
atténuer l'initiation des processus pathologiques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer
méritent d’étre approfondis. L’ensemble de ces éléments pourra peut-étre permettre a
'avenir de prévenir la maladie d'Alzheimer par une approche nutritionnelle impliquant la
vitamine A.
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